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GLOSARIO

Biotransformacién: muchos compuestos son transformados en el organismo debido
a la accion de enzimas. Esta transformacién puede consistir en la degradacion
(oxidacién, reduccion o hidrolisis), donde el compuesto pierde parte de su estructura,
o en la sintesis de nuevas sustancias con el compuesto como parte de la nueva
molécula (conjugacién). El resultado de la biotransformacién puede ser la
inactivacion completa o parcial de los efectos del compuesto, el aumento o activacion
de los efectos, o el cambio por nuevos efectos dependientes de las caracteristicas de

la sustancia sintetizada (Enciclopedia en linea Wikipedia).

Cepas: cultivo establecido a partir del aislamiento de una sola célula y que se

mantiene por reproduccion asexual.

Cinética: estudio de la velocidad a la que se producen ciertos procesos; por ejemplo

las reacciones quimicas o enzimaticas, (Real Academia Espafnola Online).

Conversion: cambio de una cosa en otra (Diccionario de la Lengua Espariola ©
2005 Espasa-Calpe S.A., Madrid).

Desintoxicacion: procedimiento terapéutico destinado a eliminar los efectos de una

intoxicacion aguda o cronica. (Enciclopedia Microsoft® Encarta® Online 2007).

Epimero: un estereocisbmero de otro compuesto que tiene una configuracion

diferente en uno solo de sus centros estereogénicos.
Epimerizacion: conversion de una sustancia en su epimero.
Florecimiento: el fitoplancton también puede ser responsable de algunos problemas

ecolégicos cuando se desarrolla demasiado: en una situacion de exceso de

nutrientes y de temperatura favorable, estos organismos pueden multiplicarse

VIl



rapidamente formando lo que se suele llamar florecimiento. (Enciclopedia en linea
Wikipedia).

Hidrolisis: reaccion quimica del agua con una sustancia. Entre las sustancias que
pueden sufrir esta reaccion se encuentran numerosas sales, que al ser disueltas en
agua, sus iones constituyentes se combinana con los iones hidronio u oxonio H;O" o

bien con los iones hidroxilo, OH", 0 ambos. (Enciclopedia en linea Wikipedia).

Higroscopicas: se refiere a todos los compuestos que atraen agua en forma de
vapor o de liquido de su ambiente. Algunos de los compuestos higroscépicos
reaccionan quimicamente con el agua como los hidruros o los metales alcalinos.

(Enciclopedia en linea Wikipedia).

Saxitoxina: son derivados guanidinos heterociclicos que son producidas por
dinoflagelados del género Alexandrium (Gonyaulax), Pyrodinium y Gymnodinium
(Shimizu, 1987).

Toxina: sustancia venenosa producida por la actividad metabdlica de ciertos
organismos Vivos, como bacterias, insectos, plantas y reptiles. (Enciclopedia en linea

Encarta)



RESUMEN
Durante un ciclo anual se evalu6 la incidencia de toxinas paralizantes (TP) en
poblaciones silvestres de almeja chocolata (Megapitaria squalida), provenientes de
dos localidades del sur de la Bahia de La Paz y simultaneamente se realizaron
experimentos de laboratorio, para determinar su tasa de depuracion al ser
alimentada con Gymnodinium catenatum, un dinoflagelado productor de toxinas
paralizantes. No se registro la presencia de TP en las poblaciones silvestres, a lo
largo del ciclo anual. Por tanto el trabajo se enfoc6 principalmente a evaluar las tasas
de transformacion y depuracion de TP de la almeja M. squalida al ser alimentada
con G. catenatum. Se realizaron tres experimentos utilizando una cepa de moderada
toxicidad (26 a 28 pg de saxitoxina equivalente (STXeq).La tasa maxima de ingestion
fue de entre 100 y 250 cel mI™. Las almejas de los lotes experimentales también
fueron recolectadas en la Bahia de La Paz y aclimatadas por espacio de 2 dias,
proporcionandoles alimento ad libitum (Chaetoceros sp.) antes de iniciar los
experimentos. Las almejas no mostraron efectos adversos y mantuvieron una tasa de
ingestién constante, durante el periodo en que fueron expuestas a concentraciones
variables de G. catenatum..El maximo nivel de toxinas acumulado en periodos
cortos, puede exceder el limite permitido por la norma sanitaria (80 pg STXeq 100g™).
No obstante la tasa de desintoxicacion puede considerarse rapida y en ningln caso
supero los 10 dias posteriores a la exposicion del dinoflagelado téxico. El perfil de TP
en la cepa de G. catenatum estuvo compuesto principalmente de dcSTX, dcGTX2,
dcGTX3, C1 y C2 en los 3 experimentos, las toxinas B1l, STX y NeoSTX se
presentaron solo en los dinoflagelados utilizados como alimento en 2 experimentos,
mientras que el perfil de toxinas de la almeja chocolata en los tres experimentos,
estuvo constituido por: STX, NeoSTX, GTX2, dcGTX3, dcSTX, dcGTX2, dcGTX3 y
C2. Por lo que se sugiere que la almeja puede transformar toxinas del grupo N-
sulfocarbamato a toxinas carbamato en poco tiempo, aunque la toxicidad total
(STXeq), no alcanza a rebasar el limite méaximo permisible para el consumo

humano.

Palabra clave: Gymnodinium catenatum, dinoflagelado, toxinas paralizantes, Bahia
de La Paz



ABSTRACT

The presence of (TP) paralytic shellfish toxins, in wild population of chocolata clam
(Megapitaria squalida), was evaluated along annual cycle in La Paz Bay.
Simultaneously we evaluated the depuration rate of TP in clams, feeder with a
dinoflagellate, Gymnodinium catenatum, a TP producer. We don't registered TP in
native clams of La Paz bay, and therefore we focused the investigation to determine
the rate of transformation and depuration of TP by M. squalida. We realized three
experiments used a moderate strain (26 A 28 pg STXeq), and a maximum ingestion
interval was 100 — 250 cel ml™. The clams used in the experiments were obtained in
La Paz Bay also and acclimated during 48 hours, feeder ad libitum with Chaetoceros
sp. We do not observe mortality or sublethal effects related with the ingestion of the
dinoflagellate, but in some cases the level of toxins accumulated in the clams rebased
the maximum permissible (80 pg STXeq 100g™), in short periods of time. In spite of
that, the depuration rate will be considered faster and never during more than 10
days. Toxins profiles of G. catenatum include nine toxins, from these the dcSTX,
dcGTX2, dcGTX3, C1 y C2 were the more important, and the B1, STX y NeoSTX,
were present only in two of the three experiments. Thereafter, paralytic toxin profile in
clams was composed by STX, NeoSTX, GTX2, dcGTX3, dcSTX, dcGTX2, dcGTX3 y
C2. These results suggesting certain capacity of clams for transform the N-
sulfocarbamate to carbamate toxins in short period of time, although the total toxicity

don’t reached the maximum permissible.

Key words: Gymnodinium catenatum, dinoflagellate, paralytic shellfish toxins, Bahia
de La Paz
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1. INTRODUCCION

La aparicion de especies productoras de toxinas, es cada vez mas frecuente y
su distribucién se ha ido ampliando conforme se realizan estudios enfocados a la
deteccion de este tipo de especies, en diferentes partes del mundo. La aparicion de
florecimientos algales nocivos, también se ha incrementado y de acuerdo con
Hallegraeff et al. (1995), existen diversos factores asociados a este incremento como
son: un mayor conocimiento de la distribucion de especies tbéxicas, el aumento en la
utilizacion de aguas costeras para la acuicultura y la estimulacién de florecimientos
toxicos por eutrofizacidbn antropogénica. Estos florecimientos también han sido
relacionados a condiciones climaticas inusuales y a la invasion de quistes de
resistencia, llevados en el agua de lastre de barcos o provenientes de la introduccion
de moluscos bivalvos con quistes de dinoflagelados de un area a otra (Kimmerer et
al., 1994).

De aproximadamente 2,000 especies de dinoflagelados (Taylor, 1990),
alrededor de 50 producen o tienen la capacidad de producir toxinas que pueden
causar algun tipo de dafio a los seres humanos. Y de éstas, Unicamente 15 especies
de los géneros Alexandrium, 2 especies de Pyrodinium y Gymnodinium producen
toxinas paralizantes (Fausty Gulledge, 2002).

Las toxinas paralizantes son solubles en mezclas de disolventes organicos
polares (metanol, etanol o acetonitrilo), son estables en medios &cidos y
extremadamente inestables en medios alcalinos con presencia de oxigeno (Mufioz-
Cabrera y Ramirez-Camarena, 2000). Regularmente se encuentran en formas
ionizadas y son altamente higroscépicas. Aunque este tipo de toxinas se consideran
estables al calor, su estabilidad puede variar considerablemente dependiendo de su
estructura y pH, por ejemplo, la saxitoxina es extremadamente estable a altas
temperaturas y a pH bajos. Las toxinas paralizantes estan constituidas por un nucleo
tetrahidropurinico, todas ellas son analogas a la saxitoxina, siendo ésta la primera y
mas estudiada. Estas toxinas se pueden dividir en tres grupos dependiendo de la
carga neta que presentan a pH neutro. Las saxitoxinas (STXs) presentan carga neta
2" (STX, NeoSTX, dcSTX, dcNeoSTX, doSTX); el grupo de las Gonyaulatoxinas
(GTXs), formado por las GTXs 1-6, B1=GTX5 y B2=GTX6, las decarbamoil-



Gonyaulatoxinas (dcGTXs), presentan una carga neta 1°, y por Ultimo, el grupo de
las sulfocarbamoil-saxitoxinas (C1-C4), presentan carga neta 0 (Lagos, 2002). Esta
carga caracteristica es importante ya que de ella depende su afinidad a los canales

de sodio y por lo tanto de la potencia de la toxina (Fig. 1).

abreviacion:

STX: Saxitoxina
Neo: Neo-Saxitoxina
GTX:  Gonyautoxina

dc: Decarbamato
do: Deoxidecarbamato
carga (enun pH 7.0)
= ++
=0
TOXINAS
Carbamato | N-Sulfocarbamato | Decarbamato | Deoxidecarba
mato
R, R, R3 R4: OCO- Ry: OCONH-SOg R4: OH Rs: H
NH,
H H H STX dcSTX doSTX
OH (H H Neo dcNeo
OH |0SOs |H
H |0SO; [H
H H 0S03;
OH |H 0SO3

Figura 1. Carga que presentan las toxinas paralizantes con un pH neutro.



El dinoflagelado desnudo Gymnodinium catenatum, es un productor de toxinas
paralizantes (TP) y se ha documentado que en las costas mexicanas, existe un
incremento en su frecuencia de aparicion, principalmente a lo largo de las costas del
Océano Pacifico desde Baja California hasta Oaxaca (Cortés-Altamirano y Alonso-
Rodriguez, 1997, Ronson-Paulin, 1999; Garate-Lizarraga et al., 2005). Debido a la
potencia de las toxinas que produce este dinoflagelado, su presencia representa un
peligro latente, ya que puede ser consumido por diversos tipos de moluscos
filtradores, siendo éstos los principales vectores de toxinas hacia el ser humano
(Kimmerer et al., 1994). El primer reporte que se tiene en México sobre
florecimientos toxicos causados por el dinoflagelado G. catenatum es para el afio de
1979 en que ocurrid un brote de TP en donde 3 personas fallecieron (Mee et al.,
1986). En los ultimos afos, se ha documentado ampliamente la existencia de
dinoflagelados productores de TP en aguas mexicanas, ademas de G. catenatum,
destaca por su abundancia y frecuencia de aparicion; Pyrodinium bahamense var.
compressum (De la Garza-Aguilar, 1983; Mee et al., 1986; Cortés-Altamirano et al.,
1993; Lechuga- Devéze y Morquecho-Escamilla, 1998; Mancilla-Cabrera et al., 2000;
Orellana-Cepeda et al., 1998; Garate-Lizarraga et al., 2004a,b; Band-Schmidt et al.,
2005). En un estudio reciente Okolodkov y Gérate-Lizarraga et al. (2006), registran la
presencia de otras especies capaces de generar TP como; Alexandrium catenella, A.
tamarense, A. tamiyavanichii y A. minutum.

Generalmente las especies de moluscos bivalvos son insensibles a las toxinas
paralizantes y pueden acumular altas concentraciones, como es el caso del mejillon
Mytilus edulis (Bricelj et al., 1990). Sin embargo existen especies como el ostion
Crassostrea virginica que acumulan niveles relativamente bajos de toxinas, debido a
gue son mas sensibles a las TP, por lo que al estar expuestos a células téxicas
reaccionan y cierran completamente las valvas evitando asi la ingestion y
acumulacion de toxinas (Gainey y Shumway, 1988). El limite maximo de toxinas que
puedan acumular los moluscos bivalvos dependera de la especie de dinoflagelado
que se trate, la densidad celular que mantengan y su toxicidad especifica, asi como

la duracion de los florecimientos (Bricelj y Shumway, 1998).



Los moluscos bivalvos tienen diferente habilidad para acumular,
biotransformar y eliminar toxinas paralizantes por lo que estos son usados como
organismos centinelas para el monitoreo de la presencia de TP. Sin embargo, la
cinética de acumulacion y depuracion de las toxinas puede variar de acuerdo a la
respuesta extrinseca del molusco a los factores ambientales, como temperatura,
salinidad, densidad celular del dinoflagelado y sobre todo del tiempo de exposicidon
de las poblaciones de moluscos (Bricelj y McQuarrie, 2003). Por tanto, los resultados
de este tipo de bioensayos, deben tomarse con reserva, debido a que algunas
especies de mejillones tienen una capacidad de asimilacion y desintoxicacion
relativamente rdpida y también pueden existir diferencias en la cinética de
eliminacién de las toxinas (Bricelj y Shumway, 1998).

Se sabe que los cambios en el perfil de toxinas en los tejidos de la almeja
pueden incrementarse o disminuir, en funcidbn de la retencion selectiva o la
eliminacién de las toxinas por diferentes vias (Bricelj y Shumway, 1998). Por tanto,
cada especie de molusco puede responder de forma distinta ante la presencia de TP.
Se tienen antecedentes de estudios donde se comparan los perfiles de toxinas
derivados del fitoplancton natural con presencia de G. catenatum y de diferentes
tipos de almejas (Garate-Lizarraga et al., 2004 a,b; Band-Schmidt et al., 2004) y se
han realizado estudios en condiciones controladas de laboratorio sobre los efectos
del dinoflagelado téxico G. catenatum en la tasa de ingestién y aclaramiento en la
almeja mano de leon Nodipecten subnodosus, asi como la tasa de eliminacion de
estas toxinas (Estrada et al., 2007). En el presenta trabajo se pretende examinar el
grado de transformacion y la tasa de depuracion de las TP provenientes del
dinoflagelado G. catenatum, en la almeja chocolata (Megapitaria squalida), bajo
condiciones de laboratorio. Esta especie de almeja se distribuye ampliamente en la
region, por lo que resulta un excelente candidato para utilizarse como organismo
“centinela” en el monitoreo de las toxinas. Es claro entonces que el desconocimiento
de las tasas de depuracion y transformacion de las toxinas nos impide tener un plan
de manejo en cuanto a las medidas precautorias, particularmente en términos del
tiempo, para la implantacion de las vedas sanitarias. Por lo anterior, en este trabajo

se estudian la tasa de depuracion de una especie de molusco de importancia



comercial en la region de Baja California Sur con el propdsito de conocer sus
caracteristicas en la cinética de transformacién de las TP y asi determinar su

potencialidad como especie “centinela”.

2. ANTECEDENTES

Recientemente se han incrementado los estudios referentes a la acumulacion
y eliminacion de las toxinas en los moluscos bivalvos, sobre todo en lugares donde
los florecimientos tienden a ser recurrentes (Blanco et al., 1997; Jaime et al., 2006).
Chen y Chou (2001), observaron que al alimentar durante 18 dias a la almeja
purpura Hiautula rostrata Lighttoot, con el dinoflagelado Alexandrium minutum Halim,
la glandula digestiva acumulé grandes concentraciones de TP. Sekiguchi et al.
(2001), evaluaron la acumulacién y depuracion de las toxinas paralizantes en la
escalopa Patinopecten yessoensis alimentada con el dinoflagelado A. tamarense,
encontrando que la cantidad de toxina era proporcional a la cantidad de
dinoflagelados ingerido.

Bauder et al. (2001), en la escalopa Argopecten irradians al alimentarla
durante dos semanas con el dinoflagelado epibéntico Prorocentrum lima, el total de
toxinas retenidas fue < 1% del total de toxinas ingeridas, mientras que en el periodo
de depuracion, hubo una rapida eliminacion de toxinas DSP.

Silvert et al. (1998) no encontraron evidencias de una respuesta inhibitoria en
el consumo de la almeja del Atlantico Spitula solidissima, cuando esta es alimentada
con Alexandrium spp. No obstante, la desintoxicacién fue muy lenta (meses o afos) y
observaron elevadas concentraciones de toxinas en diferentes tejidos. Estos autores
mencionan también que dependiendo del tipo de toxinas que contenga el
dinoflagelado, puede presentarse una biotransformacion de las toxinas e
incrementarse significativamente el grado de toxicidad que puede ser transferida

hacia un consumidor secundario.



En un estudio realizado en especies de moluscos comerciales como: Callista
chione, Glycemeris glycemeris, Venus gallina, Acanthocardia tuberculatum, Donax
trunculus, Ruditapes decussatus, Crassostrea gigas y Mytilus galloprovincialis, el
perfil de toxinas mostro tres patrones diferentes de transformacion de toxinas. En un
primer grupo, el perfil de TP era similar al dinoflagelado responsable G. catenatum,
con un gran predominio de toxinas del tipo C. El segundo grupo, mostré un perfil de
toxinas ligeramente diferente al del alga téxica con una baja proporcion de toxinas N-
sulfocarbamato, finalmente el tercer grupo mostré un perfil de toxinas muy diferente
al de las células de G. catenatum, con un incremento en toxinas carbamato:
Neosaxitoxina (NeoSTX) en mejillones (M. galloprovincialis) y decarbamoylsaxitoxina
(dcSTX) en berberechos (A. tuberculatum) ( Taleb et al., 2003).

En condiciones naturales, se ha observado que algunos moluscos pueden
incrementar el grado de potencia de las toxinas que han ingerido. En estudios
realizados en Espafa y Portugal, aquellos moluscos que consumieron G. catenatum
mostraron una conversion de toxinas de tipo N-sulfocarbamato a toxinas carbamato
(Anderson et al., 1989, Franca et al., 1996, Rodriguez-Vazquez et al., 1989, Oshima
et al., 1990, 1993, Vale y Sampayo, 2001). En cambio en otras regiones como
Tasmania, se han registrado perfiles muy similares tanto para el dinoflagelado (G.
catenatum) como para los moluscos contaminados, caracterizados por altas
proporciones de toxinas N-sulfocarbamato de baja potencia (98-99% y 77-93%,
respectivamente) (Oshima et al., 1987).

Cortés-Altamirano et al. (1993), realizaron los primeros estudios en
condiciones naturales en México, utilizando bioensayo en ratén, encontraron niveles
altos de saxitoxina en muestras de ostion (Crassostrea iridescens) y mejillon
(Choromytilus palliopuncatus) en las costas de Oaxaca y Chiapas, determinando un
tiempo de depuracién de dos meses. Es importante apuntar que estos autores no
consideraron los niveles de células presentes durante los muestreos de moluscos por
lo que este calculo de depuracion es especulativo. En el Golfo de California, Garate-
Lizarraga et al. (2004a), obtuvieron niveles altos de TP (298 pgSTXeql00g™) en la
almeja catarina (Argopecten ventricosus) en mayo de 1999 provenientes de Bahia

Concepcién y en ostras (Crassostrea iridiscens) (39.4 pgSTXeql100g™) (abril 2001)



procedentes de la Bahia de Mazatlan. Posteriormente, Garate-Lizarraga et al.
(2004b) registraron por primera vez, la presencia de TP en almeja chocolata en la
Bahia de La Paz, observando bajas concentraciones (0.14 - 5.46 ug/STXeq/100 g) y
un perfil de toxinas compuesto principalmente por STX, GTX2, GTX3, dcGTX2,
dcGTX3, C2, dcSTX y B1.

En el Golfo de California una de las especies productoras de toxinas
paralizantes de mayor distribucion y abundancias es el dinoflagelado G. catenatum,
este organismo tiene un amplio intervalo de tolerancia a la temperatura y puede
prosperar en temperaturas que van de 11.5 °C a 30°C, con un desarrollo 6ptimo
entre 21°C y 29°C. En cuanto a la salinidad puede tolerar de 25 a 40 %0 y con un
crecimiento 6ptimo entre 28 a 38 %0 (Band-Schmidt et al., 2004). Esta adaptabilidad
le permite prosperar en una amplia gama de ambientes al igual que la almeja
chocolata, por lo que es muy probable que la interaccion consumidor-presa pudiera
establecerse con cierta frecuencia.

Se ha encontrado que cepas de G. catenatum provenientes de Bahia
Concepcidn tienen un perfil de toxinas similar a las observadas en la almeja catarina
(Argopecten ventricosus). El promedio de toxicidad en G. catenatum es bajo (26.7 pg
STX eqg/cel), y posee pocas toxinas potentes del grupo carbamato (NeoSTX, GTX1y
GTX4) y la ausencia de STX. En las muestras de almeja catarina, las toxinas dcSTX,
dcGTX2 y dcGTX3, fueron las toxinas con mayor porcentaje molar y la
biotransformacion no fue significativa en este molusco (Band-Schmidt et al., 2005).

En Bahia Concepcién los valores de abundancia de G. catenatum son muy
variables, Géarate-Lizarraga et al. (2001) registraron valores entre 1,800 a 3,000 cél/L
mientras que Garate-Lizarraga et al. (2004a) observaron densidades de hasta medio
millon de cél/L. No obstante, la concentracion total de TP que se ha encontrado en
moluscos ha sido alta e incluso en algunas ocasiones ha llegado al limite permisible
para consumo humano (80 ug eqSTX/100 g carne) (Garate-Lizarraga et al., 2004a),
sugiriendo que G. catenatum tiene una grado de toxicidad elevado o bien que los
moluscos podrian estar acumulando o biotransformando las toxinas. En Bahia de La
Paz, Garate-Lizarraga et al. (2004b) reportaron concentraciones bajas de G.

catenatum (160-2,400 céls/L). Sin embargo, recientemente Hernandez-Sandoval et



al. (2007) reportaron densidades de 2,390 hasta 600,000 cél/L™* de G. catenatum en
el periodo febrero-abril.

En sintesis se puede afirmar que existe una importante cantidad de trabajos
donde se aborda la problematica de la depuracion y transformacion de las toxinas
paralizantes. Sin embargo, es claro que los antecedentes para las especies de la
region del Pacifico son escasos y se restringen a reportes de florecimientos
ocasionales donde se han detectado las toxinas en moluscos, y de manera
especulativa han propuesto periodos de depuracion.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los moluscos tienen la capacidad de ingerir, seleccionar y retener o modificar
ciertas toxinas. De acuerdo con Ritchie y Rogart (1977) y Kao (1993), la mayoria son
practicamente insensibles al efecto de las saxitoxinas, debido a que en muchos de
ellos los impulsos nerviosos se transmiten a través de canales de calcio, en tanto que
las saxitoxinas bloquean especificamente los canales de sodio (Lehane, 2000). Sin
embargo los efectos pueden variar de especie a especie y de region en region
(Gainey y Shumway, 1988). La saxitoxina puede persistir en el cuerpo de los
moluscos por largos periodos, dependiendo de la especie y del tejido involucrado,
pero también existen moluscos capaces de eliminar las toxinas rapidamente y solo
presentan toxinas cuando estan sujetos a la accion directa de un florecimiento toxico
(Lehane, 2000). Estas caracteristicas han permitido obtener informacion relevante
para la deteccion temprana o bien para inferir la evolucién del fenbmeno en
condiciones naturales en circunstancias donde el fendbmeno no es percibido de
manera tradicional (“mar de color”). Asi por ejemplo, la evaluacion de las tasas de
intoxicacién-desintoxicacion en moluscos, de amplio consumo humano, es
importante para obtener estimaciones de la intensidad y duracion de periodos criticos
en el ambiente natural (Morofio et al., 1998). Estudios realizados con anterioridad
indican que la concentracion maxima de toxinas paralizantes (Chen y Chou, 2001) en

bivalvos han sido registradas dentro de las 2 primeras semanas, después de ser



expuestos a florecimientos téxicos. Sin embargo existen pocos estudios a este
respecto en México, por lo que es necesario realizar investigaciones que aborden la
problematica de la intoxicacién y desintoxicacion de moluscos bivalvos, ya que éstos
constituyen una fuente importante de alimento en las regiones costeras. Por otro
lado, considerando que en Baja California Sur y a nivel nacional, la produccion de
cultivos marinos va en aumento, este tipo de estudios podria tener una respuesta
favorable en el sector productivo, debido a que los cultivos de diversas especies
representan una fuente importante de empleos.

La almeja chocolata Megapitaria squalida se distribuye a lo largo de todo el
pais, y en Baja California Sur, mantiene el segundo lugar entre los moluscos bivalvos
de mayor abundancia y consumo (Gutiérrez et al., 2000). En México, este tipo de
moluscos tienen una gran aceptacion, debido a su bajo costo y a que se encuentra
disponible la mayor parte del afio.

Los avances en la capacidad de predecir el tiempo y duracion de
florecimientos toxicos podrian ayudar a reducir las pérdidas econdmicas en las
regiones donde la extraccion de moluscos representa una fuente importante de
ingresos. Pero sobre todo, es necesario desarrollar una cultura de la prevencion de
problemas de salud, ligados a la aparicion de florecimientos masivos de especies
toxicas. Por tanto es necesario contar con estudios que permitan proponer lineas de

accion ante la presencia de especies generadoras de TP.

4. JUSTIFICACION

M. squalida es un molusco filtrador que tiene una amplia distribucion desde la
Laguna Ojo de Liebre en Baja California Sur, México hasta Macora, Peru (Keen,
1971), es una especie comercialmente importante que se encuentra presente todo el
aflo y se comercializa a precios accesibles para la poblacién (Villalejo-Fuerte et al.,
2000). En Bahia de La Paz existen pequefios bancos naturales y se le puede
encontrar a lo largo de todo el afio, donde en ocasiones se ha reportado que
presentan toxinas paralizantes (Garate-Lizarraga et al., 2004b). Por otro lado, G.
catenatum es un dinoflagelado que puede ser consumido por organismos filtradores

y se presenta en el Golfo de California la mayor parte del afio, aunque en bajas



abundancias (Géarate-Lizarraga et al., 2002). La cepa utilizada de Bahia Concepcién
en B.C.S., tiene un contenido moderado de toxinas paralizantes (26 a 28 pgSTX
eq/cél) (Band-Schmidt et al., 2004).

Los moluscos tienen la capacidad de concentrar y biotransformar TP y pueden
actuar como vector de estas a otros niveles troficos incluyendo al hombre. En
algunas regiones de nuestro pais, el consumo de moluscos contaminados representa
un grave riesgo de salud publica. Hasta el afio de 1995, en México se tenian
registros clinicos de 330 casos de intoxicaciones y 17 defunciones ocasionados por
el consumo de moluscos bivalvos contaminados por florecimientos toxicos (Cortés-
Altamirano et al., 1996), actualmente estas cifras no han sido actualizadas por el
Sector Salud, pero se sabe que la incidencia ha ido en aumento, sobre todo en la
costa sureste del Pacifico.

En diversas regiones de nuestro pais el consumo de moluscos es importante,
por lo que la presencia de florecimientos algales nocivos pueden representar un
grave riesgo para la salud publica, por lo que es primordial conocer la capacidad y el
tiempo que tardan los moluscos para acumular y eliminar toxinas, para poder
establecer las medidas sanitarias pertinentes

Por otro lado, los moluscos bivalvos en México representan una fuente de
ingresos importante, por lo que se debe de ampliar el conocimiento que se tenga,
sobre la posible toxicidad de los dinoflagelados, asi como de los efectos que éstos

ocasionan en las distintas especies de moluscos de importancia comercial.

5. HIPOTESIS

La almeja chocolata M. squalida tiene la capacidad de consumir y biotransformar
toxinas paralizantes, transformando las toxinas N-sulfocarbamato (baja toxicidad) a
toxinas carbamato y decarbamato (alta y media toxicidad) en tiempos relativamente

cortos.
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6. OBJETIVOS
6. 1. Objetivo general
Evaluar las tasas de transformacion y depuracion de TP de la almeja M. squalida al

ser alimentada con G. catenatum.

6.2. Objetivos particulares
-Determinar el perfil de toxinas del cultivo de G. catenatum.
-Determinar las posibles vias de transformacion que tienen las toxinas
paralizantes al ser ingeridas por M. squalida.
-Determinar la tasa de depuraciéon de M. squalida al alimentarla con G.
catenatum.
-Determinar en dos areas de pesca en la Bahia de La Paz, el perfil de TP en

M. squalida.

11



7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Muestreo de campo.
Se recolectaron almejas adultas en dos localidades de la Bahia de La Paz
(Fig. 2). En la zona del Mogote, se realizé un muestreo mensual de agosto del 2003
a agosto del 2004. En el Comitan, se realizaron muestreos quincenales de julio del
2003 a agosto del 2004. En cada muestreo se colectaron un minimo de 6 almejas.
Una vez recolectadas se trasladaron al laboratorio y se congelaron a —20°C hasta su

posterior analisis.
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Figura 2. Area de muestreo mostrando las estaciones zona de colecta de
M. squalida

7.2. Cultivos de fitoplancton

Se selecciond una cepa de Gymnodinium catenatum (GCCV-7, CODIMAR)
con un contenido de TP de 26 a 28 pgSTX eg/cél. Esta cepa fue aislada de Bahia
Concepcion, B.C.S. (Band-Schmidt et al., 2004) y cultivada en medio /2 (Guillard,

1975) modificado mediante la adicién de selenio (H,SeOs; 10°M) y reduciendo la
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concentracién de cobre (CuSo, 10°®M) (Anderson et al., 1989). Los cultivos fueron
mantenidos con una salinidad de 33 a 34 %o, en un cuarto de incubacion con
temperatura controlada (22 °C + 1°C), con un régimen de 12:12 de luz- oscuridad y a
una iluminacién de 150 pE m?s™.

Un cultivo de Chaetoceros sp., mantenido en medio marino f/2 (Guillard, 1975)
adicionado con silicatos y sin adicionar selenio, bajo las mismas condiciones de luz,
temperatura y ciclo de luz-oscuridad, fue utilizado como alimento control en el primer
experimento.

Todos los medios de cultivo se esterizaron en una autoclave a 120 C durante

15 min.

7.2.1. Escalamiento.
Se escalaron los cultivos progresivamente desde los 25 mL hasta un volumen de 3 a
4 litros, utilizando agua de mar esterilizada por medio de una autoclave. Se utilizaron

los cultivos en fase de crecimiento exponencial para alimentar a las almejas.

7.2.2. Conteo celular.

Para determinar la densidad celular de los cultivos se tomaron alicuotas de 10 mL y
se fijaron con acetato-lugol (Phytoplankton manual, UNESCO, 1978), vy se
cuantificaron en una cdmara de Sedgewick-Rafter de 1 mL de capacidad en un

microscopio optico.

7.3. Megapitaria squalida. Exposiciéon a un dinoflagelado toxico y depuracion de TP
7.3.1. Fase experimental 1

Se recolectaron 50 almejas adultas de Megapitaria squalida con una talla
aproximada de 6.5 cm y con un peso promedio de 14 g. La aclimatacién se hizo por
un periodo de 24 h a una temperatura de 28°C vy un ciclo de 12/12 hr de luz y
oscuridad, aireacion constante, en un cuarto de incubacion en el Laboratorio de
Fisiologia Animal del CIBNOR. Para la fase experimental, se colocaron 2 almejas en

frascos de 2 L de capacidad dentro de una java de plastico, adicionando 1000 mL de
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agua de mar filtrada a cada frasco. El primer dia se alimentaron con 350 mL de
cultivo, con una concentracion de 1,140 cél/mL de G. catenatum, el segundo dia se
les proporciond 350 mL de cultivo con una concentracién de 1,290 cél/mL. El tercer
dia se alimentaron con 500 mL de cultivo a una concentracion de 970 cél/mL y
finalmente al cuarto dia se les di6 450 mL de cultivo con una concentracion de 870
cél/mL, estas concentraciones de alimento se proporcionaron a cada frasco
conteniendo las dos almejas. Simultineamente se tuvieron lotes testigo en las
mismas condiciones que las anteriores, solo que se alimentaron con Chaetoceros sp.
En el periodo que duro la desintoxicacion (16 dias) se muestrearon 2 almejas cada
tercer dia. Las condiciones generales del experimento se muestran en la tabla 1.
Adicionalmente, se tomaron tres réplicas del cultivo de dinoflagelado, filtrando
50 mL en filtros Whatman GF/F de 25 mm de apertura de poro para evaluar la
toxicidad total y el analisis del perfil de toxinas paralizantes. Se congelaron las
muestras en viales criogénicos a -20 C hasta su analisis, las cuales fueron

procesadas de manera individual.

7.3.2. Fase experimental 2

En una segunda fase experimental, se colectaron 30 almejas adultas con una
talla promedio de 7 cm y con un peso aproximado de 17 g. La aclimatacion se hizo
colocandolas en un tanque de aproximadamente 500 L con agua de la Ensenada de
La Paz circulando por un periodo de 3 dias. Posteriormente se colocaron en una java
de 50 L dentro del tanque para conservar la temperatura. La variacion de la
temperatura oscilo entre 24 y 28 °C durante el experimento. En esta etapa se les
adiciono aireacion y se alimentaron por cuatro dias consecutivos con las siguientes
densidades celulares de G. catenatum: en el primer dia se les proporciondé una
cantidad de 8.4 L de cultivo con una densidad celular de 1,470 cél/mL, el segundo
dia se les di6 11 L con una densidad celular de 2,300 cél/mL, el tercer dia se
adicionaron 10.5 L con una densidad celular de 1,850 cél/mL, finalmente el ultimo dia
se les proporciond una cantidad de 11 L con una densidad celular de 730 cél/mL.
Después del periodo de alimentacion, se muestrearon las almejas por un periodo de

doce dias, tomando tres almejas al azar cada tercer dia para la determinacién de
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toxinas paralizantes, se congelaron a —20°C hasta su posterior analisis. Como
testigos se mantuvieron 10 almejas (fuera de la java) sin alimentacién. Las
condiciones generales de este experimento se muestran en la tabla 1. En este
experimento se analizo el tejido de las 3 almejas juntas.

Se realizé el mismo procedimiento que el experimento anterior para el analisis

de toxinas y perfil de la cepa del dinoflagelado empleada como alimento.

7.3.3. Fase experimental 3

En la tercera parte experimental, se recolectaron 34 almejas adultas de una
talla promedio de 8 cm con un peso aproximado de 27 g y se aclimataron durante 48
hr dentro de una java de 50 L de capacidad a una temperatura de 26°C (Laboratorio
de Fisiologia Animal del CIBNOR). Posteriormente, cada almeja se colocé en
camaras especiales de aproximadamente 1,500 mL y se mantuvieron dentro de la
java (Fig.3), alimentandose por 2 dias. En este experimento la alimentacién se
realiz6 con un sistema que permite un flujo constante de aproximadamente de 60
gotas (de alimento) por minuto por camara. El primer dia se les suministro una
cantidad de 12,450 L a una densidad celular de 612 cél/mL y el segundo dia fue de
16,600 L con una densidad celular 842 cél/mL de G. catenatum. Las caracteristicas
generales de las condiciones experimentales se muestran en la tabla 1. En este
experimento se tomaron muestras de los organismos (3 almejas) cada tercer dia
durante 14 dias luego de que ceso la alimentacion. Durante el tiempo que duré la
fase experimental se realizaron recambios diarios de agua de mar, la cual se
mantuvo a la misma temperatura durante todo el experimento. Al mismo tiempo se
tenian almejas control, las cuales se mantuvieron en camaras especiales en las
mismas condiciones que las anteriores (Fig.3). Estas almejas se procesaron de
manera individual. Se realizé el mismo procedimiento que el experimento anterior
para el andlisis de toxinas y perfil de la cepa del dinoflagelado empleada como

alimento.
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Tabla 1.

densidad celular de G. catenatum utilizada como alimento

Condiciones en las que se mantuvo a M. squalida en las tres fases experimentales, asi como la

EXP. Tempe S %o AIREACION DIAS DE ALIMENTACION
ratura
ler dia 2°. Dia 3er dia 4 dia
(°C)
1,140 1,290 970 870
350 mL 350 mL 500 mL 450 mL
1 cél/mL cél/mL cél/mL cél/mL
amgi?as) 28°C | 40 Constante | 199 500 cél/ almeja | 226,275 céllalmeja | 243,750 célialmejas | 195,750 cél/almeja
1,470 2,300 1,850 730
2 8.4L ’ 1L ; 105L ’ 1L )
cél/mL cél/mL cél/mL cél/mL
(30 24°C,
almejas) | 28°C 410,760 cél/aimeja | 843,333 cél/almeja 646,450 cél/almeja 267,666 cél/almeja
612 842
12450L | | 16.600L |
3 cél/mL cél/mL
(34 26°C
. 224,100 cél/almeja | 411,094 cél/almeja
almejas)

Muestreos al tiempo 1, 3, 5, 8, 14y 17 dias (*), 1, 3, 5, 7, 9,

11, 13 y 15 dias (***) luego de finalizada la alimentacion

11y 13 dias(**)y 1,3,5,7,9,

Figura 3. Camaras de incubacién utilizadas para la
alimentacion de M. squalida con G. catenatum en
la fase experimental 3.
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7.4. Extraccién de toxinas en dinoflagelados

Las determinaciones del tipo y contenido de toxinas se realizaron siguiendo la

metodologia propuesta por Hummert et al., (1997). (Ver anexos: 1,2,3).

Muestras de dinoflagelados
Para la extraccion de toxinas paralizantes en el dinoflagelado G. catenatum a

cada filtro con muestra del dinoflagelado, se le adicioné 2 mL de acido acético 0.03
N. Posteriormente se rompio la pared celular mediante un sonicador en bafio maria,
por tres ocasiones durante 5 min. Finalmente las muestras se centrifugaron en una
centrifuga Beckman durante 15 min a 4,000 rpm. El sobrenadante se coloc6 en una
jeringa de 5 mL vy se filtr6 con un filtro Rotilabo de 0.22 um de luz de poro. Para la
realizacion de la hidrdlisis se tomé una alicuota de 150 ul, agregando 37 ul de acido
clorhidrico 1 My se agité durante 30 seg en un vortex, se incubd a 90°C por 15 min
dejandose enfriar, para volver a agitar por 30 seg, finalmente se adicionan 75 pl de
acetato de sodio 1 M agitando inmediatamente durante 30 seg, posteriormente se
inyecta al HPLC (Hewlett Packard 1600).
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7.5. Extraccién de toxinas en almejas.

Las determinaciones del tipo y contenido de toxinas se realizaron siguiendo la
metodologia propuesta por Hummert et al. (1997). Se midi6 y pesé cada una de las
almejas, posteriormente se desconcharon y el tejido vivo se homogenizé en una
licuadora casera (Osterizer) y se pesé en una balanza analitica para obtener una
muestra de 2 g. A esta muestra se le adicion6 4 mL de &cido acético 0.03 N, se
homogeniz6 mediante un vortex (Gente 2) y posteriormente se centrifugd durante 15
min a 4,000 rpm, en una centrifuga Beckman GPR. Posteriormente se extrajo el
sobrenadante con una jeringa desechable de 5 mL, éste sobrenadante fue filtrado a
través de un filtro especial desechable marca Rotilabo de 0.22 uym de tamafio de
poro. El liquido extraido se coloco en viales de 2 mL, para inyectarse posteriormente
en el HPLC (Hewlett Packard 1600).

7.6. Hidrdlisis.

Se realiz6 una hidrdlisis con acido clorhidrico para la conversién de toxinas N-
sulfocarbamato, en sus analogos correspondientes de toxinas carbamato (Diener et
al. 2006).

Del extracto anterior se tomaron 150 ul colocandose en viales de 2 mL, se
agrego 37 pl de &cido clorhidrico 1 M y se agité durante 30 seg en un vortex, se
incubé a 90°C por 15 min en una estufa Blue M. Después de que se enfrio la
muestra, se volvié a agitar por 30 seg en un vortex, adicionando 75 pl de acetato de
sodio 1 M, agitando vigorosamente durante 30 seg. Posteriormente se realiza una
segunda inyeccion al HPLC.

Es importante mencionar que los extractos deben ser lo mas transparentes posible,
para no tapar los filtros de la columna del HPLC, por lo que de ser necesario se
puede realizar un segundo centrifugado en una microcentrifuga Heraeus a 13,000

rpm durante 10 min.
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7.7. Determinacion de toxinas por HPLC con oxidacion post-columna.

La identificacién y cuantificacion de toxinas, se realiz6 mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC), empleando un cromatografo (Hewlett Packard
1600). Esta aparato es de alta sensibilidad y tiene una precision y reproducibilidad
que permite obtener informacion sobre la composicion cualitativa y cuantitativa
(perfil) de los complejos téxicos (Lagos, 2002), el cual como principio basico tiene la
separacién quimica de una fase mévil y una liquida de las moléculas de una

solucién.

7.8 Identificacion y cuantificacién de toxinas

Las toxinas se identifican por el tiempo de retenciébn o bien co-inyectando
soluciones conocidas de STX, NeoSTX, GTX2, GTX3 obtenidas de Consejo Nacional
de Ciencia de Canada (Nacional Research Council of Canada, en inglés). La
cuantificacion se obtiene con el factor de respuesta y las areas de la fluorescencia
emitida utilizando los estdndares de toxinas antes mencionados. Para la
determinacion de las éareas se utiliza el softwvare CHEMSTATION. Este método no
separa las toxinas sulfocarbamatadas por lo que se realiza una hidrdlisis para

transformarlas en sus analogos (Tabla 2).

Tabla 2. Transformacion de las toxinas sulfocarbamatadas
(tipo B y C) a sus analogos por hidrélisis

Bl STX

B2 NeoSTX
C1 GTX2
C2 GTX3
C3 GTX1
C4 GTX4

La toxicidad total se obtiene de manera indirecta utilizando los factores de

equivalencia de las diversos anélogos de la saxitoxina (Tabla 3) y se expresan en
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STXeq por cada 100 g de molusco. Los calculos se hacen considerando: el peso de
la muestra (en este caso fue de 2 g), el volumen de extraccion (4 mL) y el volumen
de inyeccion (50 ul), asi como las diferentes areas identificadas comparandolas con
los cromatogramas obtenidos de las soluciones estandar. A fin de tener las
relaciones moleculares los valores son también expresados en % molar obtenidos

considerando los pesos moleculares (Tabla 3).

Tabla 3. Valores del Factor de Toxicidad de las TP

Toxina - Factor de Toxina BV Factor de Toxina - Factor de
toxicidad** toxicidad toxicidad
STX 301.31 1 dcSTX  258.28 0.51 Bl 380.36 0.06
Neo 317.31 0.92 dcGTX2 353.34 0.65 B2 396.36 0
GTX1 412.36 0.99 dcGTX3 353.34 0.75 C3 492.41 0.01
GTX2 396.36 0.36 C1 476.42 0.01
GTX3 396.36 0.64 C2 476.42 0.1
GTX4  412.36 0.73 C4 492.41 0.06

* peso molecular; ** Oshima (1995)

Tasas de depuracion.

Con el objetivo de clasificar a la almeja chocolata dentro de los grupos rapidos,
moderados o lentos de acuerdo con el tiempo que tardan en eliminar las toxinas
ingeridas, asi como para poder determinar la cinética de depuraciéon de TP, se
ajustaron los valores totales por dia a un modelo exponencial, siguiendo el criterio
de Bricelj y Shumway (1998). Se realizé una regresion exponencial negativa para

interpretar los resultados de depuracion de las toxinas.
Analisis estadisticos.

Se aplico un ANOVA con el software Statistica 6 para ver si habia diferencias

significativas en los tres tratamientos.
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8. RESULTADOS

Toxicidad de muestras de campo de M. squalida

A continuacion se muestran los resultados del muestreo de almejas en dos
areas de La Paz durante un ciclo anual: Las dos areas seleccionadas se ubican en la
region sur de la Bahia de La Paz y en ambas se explota artesanalmente la almeja
chocolata (Megapitaria squalida). No se detectd la presencia de toxinas en almejas
adultas. Los cromatogramas que se obtuvieron al realizar la inyeccion de las
muestras no dieron resultados positivos para ninguna toxina a lo largo del ciclo anual.
Esto indica que almejas estuvieron libres de toxinas o bien mantuvieron
concentraciones por debajo de los limites de deteccion del método y por tanto muy
alejados del limite maximo permitido (Fig. 4).

FLD1 A, Exe330, Eme308 (BETYIPRELDOZE.0)
4F 4 SIN HIDROLISIS

T e e
10 il i 4 il il

FLOT A, =330, Em=309 (BETYAPRELOO0BA D)

HIDROLIZADA

40 il il 4 ill mir

Figura 4. Cromatograma de toxinas paralizantes de M. squalida de la estacion del
Mogote, no se observé ningdn tipo de toxina.
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8.1. Fase experimental
8.2. Concentracion y perfil de toxinas de G. catenatum

La toxicidad total de la cepa utilizada de G. catenatum (GCCV - 7), en
términos de equivalentes de STX, fue muy variable. A pesar de que en los tres
experimentos se utilizaron cultivos de la misma cepa en su fase exponencial de
crecimiento, la toxicidad fluctué entre 3 y 88 pg STXeq/cél™. La cepa utilizada en el
primer experimento fue la mas téxica, seguida por la del segundo (10 pg STXeq/cél™)
y tercer experimento (3.08 pg STXeg/cél™). Al igual que otras cepas provenientes de
Bahia Concepcion, la cepa GCCV — 7, presentd un bajo porcentaje de STX y las
toxinas B1, B2, C3 y C4 no fueron detectadas o se encontraron en concentraciones
por debajo de 3% en pmol TP (Tabla 4). No obstante, esta cepa presentd un perfil
de toxinas muy semejante al de otras cepas aisladas de Bahia Concepcién con altos
porcentajes de toxinas C1y C2 (23 — 70% y de 20 a 53% respectivamente), asi como
concentraciones menores de NeoSTX, dcSTX, dcGTX-2 y dcGTX3 (Tabla 4).

Tabla 4. Composicion de toxinas de la cepa de G. catenatum, utilizada en el primer
experimento, expresados en pmol, %molar y pg de saxitoxina equivalente por
célula (pg STXeq/cél)

STX NeoSTX GTX2 dcSTX dcGTX2 dcGTX3 B2 C1 C2 Total

Pmol
26.20 60.27 11.07 64.44 48.65 13.67 5.30 2006.41 593.05 2829.04
%
0.93 2.13 039 2.28 1.72 0.48 0.19 70.92 20.96 100
pgSTXeq/cél
7.89 17.59 158 849 11.17 3.62 - 956 28.25 88.16

- = No detectado
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8.3. Perfil de toxinas en M. squalida (Fase experimental 1).

En el primer experimento, las almejas fueron alimentadas por un espacio de

cuatro dias con una concentracién promedio (Tabla 5).

Tabla 5. Promedio de la densidad celular de G. catenatum
con la que fueron alimentadas cada una de las
almejas en la fase experimental 1.

Alimento
proporcionado Célula por
Dia cél/mL mL almeja
1 1,140 175 199,500
2 1,293 175 226,275
3 975 250 243,750
4 870 225 195,750

Las almejas no sufrieron dafio aparente, ni modificacion de su comportamiento
o mortandad durante la fase de intoxicacion. No se determind la tasa de ingestion ni
la tasa de aclaramiento, y por tanto no se puede hablar de un porcentaje de
incorporacion de toxinas. En términos de la composicion porcentual de toxinas
observadas en la almeja, se aprecia una concentracién significativa de toxinas
carbamato y en particular de NeoSTX (Fig. 5), durante los dias posteriores al término
del periodo de alimentacion, contrastando con el perfil del dinoflagelado donde las
toxinas del grupo C, aportaron mas del 90%. Posteriormente, este tipo de toxinas se
elimind en menor tiempo (4 - 6 dias) por las almejas, mientras que las del grupo
decarbamato y N-sulfocarbamato, permanecieron en el tejido de la almeja, por un
periodo mayor (de 12 al6 dias), siendo éstas Ultimas de una toxicidad menor (Tabla
6).
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FLDY &, Ex=330, Em=305 (BETYIPRELODC D)
SIN HIDROLISIS
4 1 g
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FLOT A, Ex=330, Em=283 (BETYIPRELODA D)
HIDROLIZADA
L
GTX2
- .
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R R
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Figura 5. Cromatograma del HPLC de TP realizado con el homogenizado de
almeja chocolata donde se observan areas y tiempos de retencion
de las principales toxinas identificadas (STX, saxitoxina; NeoSTX,
neosaxitoxina; GTX2, gonyaulatoxina 2; GTX3 gonyaulatoxina 3).

8.4. Toxicidad total en almejas

Para expresar la toxicidad total de las almejas durante el periodo de muestreo,
a partir de los datos de STXeq, se realizaron las conversiones para obtenerlos en
STXeq/100g molusco, que es la unidad estandar para la presentacién del nivel de
toxicidad, siendo 80 pg de STXeqg/100 g de carne de molusco el limite maximo

permisible para su consumo humano.

24



Tabla 6. Toxicidad de las diversas toxinas en la almeja en el primer experimento,
expresados en ng STXeq/g y en las unidades establecidas por la norma
oficial mexicana (ug STXeqg/100 g).

Muestra sTx  §°9  GTX2 GTX3 dcSTX deGTX2 dcGTX3 C2 ”gifgx STXeg/100g
molusco
1 32.66 25340 837 604 - i 552 1002 31601  31.60
3a 1578 14633 602 962 - : . 149 17924  17.92
3b  21.08 12554 - - i : . 269 14930  14.93
3c 7251 7091 1083 - 2651 1146 392 441 20055  20.06
5a 2563 97.45 1162 - i : 475 502 14447 1445
5b 4543 2433 1013 - i : 766 373 9127 913
8a 3672 2889 965 - : : 435 - 7961  7.96
8b  17.74 - . . 726 314 280 1141 4235  4.24
l4a 415 - . 158 304 132 - 491 1500 150
14b - : S i i 235 331 567 057
17a - . 918 - 579 251 - 292 2040  2.04
17b 1660 - 263 - 335 145 117 449 2970 297

- = No detectado

Con el objetivo de clasificar a la almeja chocolata dentro de los grupos

rapidos, moderados o lentos de acuerdo con el tiempo que tardan en eliminar las

toxinas ingeridas, asi como para poder determinar la cinética de depuracién de TP,

se ajustaron los valores totales por dia a un modelo exponencial, siguiendo el criterio

de Bricelj y Shumway (1998). Los valores que obtuvimos se ajustaron a un modelo

exponencial inverso para determinar la eliminacion de toxinas en la almeja durante

los 16 dias que duro el muestreo (Fig. 6).

Con esto se puede tener idea del tiempo limite para el establecimiento de una

posible veda, en caso de que se presente una contingencia relacionada con la

presencia de productores de TP.
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Figura 6. Relacion entre el contenido de toxinas (ug de
saxitoxina equivalente/ 100 g de tejido) y el tiempo (dias)
durante el experimento 1. Los datos se ajustaron a un
modelo exponencial inverso (linea solida). La relacién es
significativa (a, 0.05). R*=coeficiente de correlacion.

En los primeros dias de intoxicacion, el perfil de toxinas de cada una de las

almejas muestreadas,

esta compuesto en un mayor porcentaje por toxinas del

grupo carbamato (~80%), ~14% del N-sulfocarbamato y un ~8% decarbamato, pero

al final del periodo experimental, se obtienen toxinas del tipo N-sulfocarbamato

(~63%), de las decarbamato (~37%) y las del grupo carbamato se encuentran

ausentes (Tabla 7).
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Tabla 7. Perfil de toxinas paralizantes (% molar), registrado en almejas durante la fase
experimentall.

Neo

Muestra STX GTX2 GTX3 dcSTX dcGTX2  dcGTX3 Cc1 cC?2
dia/almeja STX
1 9.45 63.30 3.83 1.75 - - 7.57 - 14.10
9.36 74.95 5.66 5.71 - - - - 431
3a
14.79 76.03 - - - - - - 9.18
3b
3 22.86 19.30 5.41 - 22.68 17.12 5.86 - 6.77
c
14.64 48.05 10.51 - - - 12.84 - 13.96
5a
33.18 15.34  11.72 - - - 26.50 - 13.27
5b
32.52 22.09 13.53 - - - 18.26 13.60
8a
8b 12.36 - - - 13.74 10.37 9.24 1558 38.71
5.92 - - - 11.76 8.88 - 39.40 34.03
14a
- 20.70 4936 29.94
14b
28.98 21.88 - 2294  26.20
17a
15.69 11.84 9.61 25.15 37.71
17b

- = No detectado

Las almejas de manera individual presentan diferencias en la composicion
molar de manera porcentual, al inicio del experimento de intoxicacion el perfil esta
compuesto de toxinas del grupo carbamato, un perfil diferente al de la cepa de G.
catenatum utilizado como alimento, probablemente resultado de wuna
biotransformacion de toxinas en el bivalvo, posteriormente éstas van siendo
eliminadas y finalmente tenemos un perfil formado por toxinas N-sulfocarbamato
con un 62.85 % que son de baja toxicidad y por un 37.14 % de toxinas decarbamato
de toxicidad media, se realiz6 el promedio de los resultados obtenidos de las 2
almejas muestreadas el mismo dia, para observar de una manera grafica el perfil de

toxinas expresados en % molar de TP (Fig. 7).
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Figura7. Variacion de las diversas toxinas (en % molar) en M. squalida durante la
fase experimental 1 alimentada con G. catenatum durante cada uno de
los dias de muestreo (1, 3, 5, 8,14y 17).
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8.5. Fase experimental 2.
8.6. Concentracion y perfil de toxinas de G. catenatum

El perfil de toxinas de G. catenatum en esta ocasion estuvo conformado por
un 84% de toxinas del tipo C y B que pertenecen a las N-sulfocarbamato que son las
menos téxicas, el 12% esta formado por NeoSTX y STX que son del grupo
carbamato y son de las més toxicas, finalmente menos del 4% pertenecen a las
decarbamato consideradas de las medianamente toxicas (Tabla 8). La cepa de G.
catenatum utilizada en este experimento, fue la Unica donde se registraron las

toxinas B1y B2.

Tabla 8. Composicién de toxinas de la cepa de G. catenatum, utilizada en el segundo
experimento, expresados en pmol, %omolar y pg de saxitoxina equivalente por
célula (pg STXeq/cél)

STX NeoSTX dcSTX dcGTX2 dcGTX3 B1 B2 Ci1 c2 Total

Pmol
2.01 16.32 151 1.14 2.42 1.48 459 4268 81.76 153.91

%
1.31 10.60 0.98 0.74 1.57 096 298 27.73 5312 100

pgSTXeqg/cél
0.61 4.76 0.20 0.26 0.64 0.03 - 0.20 3.90 10.60

- = No detectado

8.7. Toxicidad total en almejas
En el segundo experimento, las almejas fueron alimentadas por un periodo de
4 dias (Tabla 9). Las almejas tampoco sufrieron dafio aparente, ni modificacion de su

comportamiento ni se tuvo mortandad durante la fase de intoxicacion.

Tabla 9. Promedio de la densidad celular de G.
catenatum con la que fueron alimentadas
cada una de las almejas en la fase
experimental 2.

Alimento
proporcionado  Célula por
Dia cél/mL mL almeja
1 1,467 280 410,760
2 2,300 367 844,100
3 1,847 350 646,450
4 730 367 267,910
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En contraste con el primero, en el segundo experimento se molieron las 3
almejas muestreadas el mismo dia, se conserva un perfil toxico en la almeja muy
semejante al observado en G. catenatum. En términos de la composicién porcentual,
las toxinas N-sulfocarbamato aportan la mayor proporcion del perfil de toxinas, a lo
largo de todo el periodo de depuracion. No obstante, al igual que en el primer
experimento, durante los dias posteriores al término del periodo de alimentacion, se
observo un incremento en las toxinas del grupo carbamato y decarbamato, que van
disminuyendo en concentracion conforme transcurre el periodo de desintoxicacion
(Tabla 10).

La toxicidad total de las almejas durante el segundo experimento se presenta
en la Tabla 10. El valor mas alto, correspondié al primer dia de muestreo y fue
ligeramente superior al obtenido en el primero (31.60 pg de STXeqg/100 g), aunque

también se ubica por debajo del limite permisible para el consumo humano.

Tabla 10. Toxicidad de las diversas toxinas en la almeja en el segundo experimento,
expresados en ng STXeq/g y en las unidades establecidas por la norma oficial
mexicana (ug STXeq/100 g).

Dia en
t?)l::os; ”gslgx STXel:qg/mOg
muestra STX  NeoSTX  GTX2  deSTX deGTX2 deGTX3 C2 molusco
1 4808 4672 36.48 5440 2352 . 12535 33457  33.4
3 2061 ; 1727 3251  14.05 . 5172 14519 145
5  30.73 - 9.43 : : . 2447 7363 73
7 27.97 ; 1079 1772 7.66 . 1695 8111 81
9 : ; : 731 316 244 1111 2403 2.4
11 : i : 451 195 200 735 1582 15
13 : i : 1008 436 392 1101 29.38 2.9
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En el segundo experimento se probo de nuevo, cual era el mejor ajuste para
describir la desintoxicacion de la almeja chocolata durante los 12 dias de muestreo,
se probd un modelo exponencial, siguiendo el criterio de Bricelj y Shumway (1998),

nuestra matriz de datos se ajusto a un modelo exponencial inverso (Fig. 8).

y = 30.539¢ %%
R?>=0.8441

ng STXeq./100 g
= = N N w w B
o (&) o (6] o a1 o

(62}
|

o
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Figura 8. Relacion entre el contenido de toxinas (ug de saxitoxina
equivalente/100 g de tejido) y el tiempo (dias) durante el experimento
2. Los datos se ajustaron a un modelo exponencial inverso (linea

sélida). La relacion es significativa (o, 0.05). R?= coeficiente de
correlacion.

En términos del porcentaje molar de cada grupo almejas analizadas, en los
primeros dias de muestreo, el perfil estuvo compuesto de un total de 7 analogos:
STX, NeoSTX, GTX2, (carbamato ~9%) dcSTX, dcGTX2, (decarbamato ~16%), C1
y C2 (N-sulfocarbamato ~75 %) (Tabla 11), pero al final el perfil incluia solo 5 toxinas:
dcSTX, dcGTX2, dcGTX3, C1ly C2 (decarbamato ~20% y N-sulfocarbamato ~80%).
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Tabla 11. Perfil de toxinas paralizantes (% molar), registrado en almejas durante la fase experimental 2.

Dia en que

se tomo la

muestra STX NeoSTX GTX2 dcSTX dcGTX2 dcGTX3 Ci1 c2
1 2.93 2.46 3.52 8.99 6.79 - 38.15 37.16
3 3.19 - 2.95 9.51 7.18 - 50.03 27.13
5 8.85 - 3.33 - - - 61.30 26.53
7 6.37 - 3.89 10.95 8.27 - 51.73 18.78
9 - - - 8.65 6.53 5.05 56.17 23.60
11 - - - 7.50 5.66 5.82 59.08 21.93
13 - - - 9.32 7.04 6.34 59.04 18.26

- =No detectado

En los primeros dias de muestreo, el perfil de toxinas estd compuesto en un
75.31% de N-sulfocarbamato y 15.78% de toxinas

8.91% del grupo carbamato,

decarbamatadas, pero al final del periodo de muestreo, probablemente por una

eliminacion selectiva de toxinas del grupo carbamato se observa que éstas se han

eliminado por completo. Finalmente solo las del grupo N-sulfocarbamato (77.3%) y

las decarbamato (22.7%) son las que persisten en los tejidos de la almeja (Fig. 9).
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Figura 9. Variacion de las diversas toxinas (en % molar) en M. squalida durante la fase
experimental 2 alimentada con G. catenatum durante cada uno de los dias
de muestreo (1,3,5,7,9, 11y 13).
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8.8. Fase experimental 3

La concentracion y perfil de toxinas de G. catenatum utilizada en el tercer
experimento fue muy diferente al de los cultivos utilizadas en los experimentos
previos. Destacando este cultivo por presentar un perfil de solo 5 toxinas, con una
ausencia total de toxinas carbamato y el porcentaje mas alto de toxinas del grupo
decarbamato (55.22 %), mientras que las del grupo N-sulfocarbamato, aparece con
un porcentaje de 44.78% (Tabla 12).

Tabla 12. Composicién de toxinas de la cepa de G. catenatum, utilizada en el
tercer experimento, expresados en pmol, %molar y pg de saxitoxina
equivalente por célula (pg STXeqg/cél).

dcSTX  decGTX2  dcGTX3 c1 c2 Total
Pmol 6.38 3.85 4.02 6.01 5.55 25.81
% 24.70 14.94 15.58 23.27 21.51 100
pgSTXeq/cél 0.84 0.89 1.07 0.03 0.26 3.08

- = No detectado

8.9. Perfil de toxinas en la almeja chocolata

En el tercer experimento, las almejas fueron alimentadas por un periodo de 2
dias y la concentracion promedio de células de G. catenatum se muestran en la
Tabla 13.

Tabla 13. Promedio de la densidad celular de G.
catenatum con la que fueron alimentadas las
almejas en la fase experimental 3.

Alimento
proporcionado Células por
Dia cél/mL mL almeja
1 612 366 223,992
2 842 488 410,896
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Las almejas tampoco sufrieron dafio aparente, ni modificacion de su comportamiento
ni se tuvo mortandad durante la fase de intoxicacién. Al igual que en los
experimentos anteriores, el perfil de toxinas observado en las almejas es indicativo
de una biotransformacion de las toxinas consumidas, durante el periodo de
alimentacion. Durante los primeros 4 dias del periodo de muestreo, se observa la
presencia de toxinas carbamato (STX, NeoSTX, GTX2 y GTX3), que estuvieron
ausentes en el perfil de toxinas del dinoflagelado. Este incremento concuerda con la
disminucién relativa de toxinas decarbamato, durante los primeros 4 dias del periodo
de desintoxicacion. En los dias subsecuentes, se observa un patron de

desintoxicacion muy semejante al del los otros dos experimentos (Tabla 14).

8.10. Toxicidad total en almejas

Debido a que el cultivo de G. catenatum en este experimento no contenia el
tipo de toxinas carbamato, que son las de mayor toxicidad, la toxicidad total de las
almejas en el tercer experimento fue la menor (10.09 ug de STXeq/100 g) de los tres

experimentos realizados (Tabla 14).
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Tabla 14 Toxicidad de las diversas toxinas en la almeja en el tercer experimento, expresados en
ng STXeq/g y en las unidades establecidas por la norma oficial mexicana (ug STXeq/100 g).

Dia en

ng
tomo la "o STreqong
muestra STX NeoSTX GTX2 GTX3 dcSTX  dcGTX2 dcGTX3 Cl1 c2
la 6.69 46.03 10.15 - 15.13 15.95 - 0.81 6.14 100.92 10.09
1b 11.74 120.93 13.36 - 18.07 19.05 - 0.81 8.57 192.54 19.25
1c 0.00 - 2.74 - 3.80 4.00 - 0.18 0.00 10.73 1.07
3a 5.91 - 3.56 - 8.41 8.87 2.27 0.53 4.43 33.97 3.40
3b 10.04 - 5.60 - 18.21 19.20 - - 6.01 59.27 5.93
3c 5.89 - 2.75 - 8.12 8.56 - 0.45 3.68 29.46 2.95
5a 6.25 - 2.77 2.83 10.11 10.65 - 0.36 0.68 33.65 3.37
5b - - - - 4.61 4.86 - 0.30 0.65 10.42 1.04
5c - - 1.49 1.16 7.00 7.38 - 0.68 1.69 19.41 2.55
Ta - - 1.90 2.02 10.49 11.05 - - 0.00 25.46 1.69
7b - - 1.63 - 6.96 7.34 - 0.33 0.63 16.90 2.14
7c - - 1.30 - 5.87 6.19 1.97 - 2.07 17.41 1.74
9a - - - - 3.32 3.50 3.05 0.13 1.73 11.74 1.17
9b - - - - 4.55 4.80 - - 2.50 11.84 1.18
9c - - 1.35 - 3.99 421 1.85 - 2.07 13.46 1.35
1lla - - 2.66 - 7.48 7.89 - - 2.28 20.31 2.03
11b - - - - 3.65 3.85 3.72 - - 11.22 1.12
1lc - - - 3.86 4.07 2.90 - 2.06 12.89 1.29
13a - - - - 4.45 4.69 - - 2.08 11.22 1.12
13b - - - - 5.15 5.43 - 0.24 1.62 12.44 1.24
15a - - - - 2.75 2.90 3.23 - 0.95 9.84 0.98
15b - - - - 3.22 3.39 4.16 0.20 1.38 12.35 1.23

- = No detectado
De manera gréfica (Fig. 10), se observa de una manera mas clara como la

toxicidad va disminuyendo conforme pasa el tiempo de depuracion de toxinas. Se

aplico de nuevo la regresion lineal para ésta fase experimental.
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Figura 10. Relacion entre el contenido de toxinas (ug de saxitoxina

equivalente/100 g de tejido) y el tiempo (dias) durante el experimento
3. Los datos se ajustaron a un modelo exponencial inverso (linea
sélida). La relacion es significativa (o, 0.05). R?*= coeficiente de

correlacion.

En términos del porcentaje molar de cada grupo almejas analizadas, en los
primeros dias de muestreo, el perfil estuvo compuesto de un total de 7 analogos
formados por STX, NeoSTX, GTX2, (carbamato ~34%), dcSTX, dcGTX2
(decarbamato ~25%), C1 y C2 (N-sulfocarbamato ~41%) (Tabla 15), pero al final el
perfil incluia solo 5 toxinas: dcSTX, dcGTX2, dcGTX3 (~44%), C1ly C2 (~56%).

37



Tabla 15. Perfil de toxinas paralizantes (% molar), registrado en almejas durante la fase experimental 3.

Dia en que
se tomo
la muestra STX NeoSTX GTX2 GTX3 dcSTX dcGTX2 dcGTX3 C1l Cc?2

la 3.02 21.45 9.68 - 15.63 9.45 - 23.22 17.54
1b 3.49 37.12 8.39 - 12.29 7.43 - 15.15 16.12
1c 0.00 - 18.60 - 27.87 16.85 - 36.68 -

3a 5.46 - 6.94 - 17.77 10.74 2.38 30.84 25.87
3b 7.92 - 9.33 - 32.88 19.88 - - 29.99
3c 6.34 - 6.25 - 19.98 12.08 - 30.31 25.04
5a 7.86 - 7.37 4.23 29.09 17.59 - 28.43 5.44
5b - - - - 26.33 15.92 - 47.46 10.30
5c - - 3.77 1.65 19.15 11.58 - 51.09 12.75
7a 12.52 - 7.81 4.67 46.74 28.26 - - -

7b 7.73 - 5.92 - 27.32 16.52 - 35.70 6.81
7c - - 6.93 - 33.91 20.50 5.66 - 33.00
9a - - - - 21.76 13.15 9.94 23.74 31.41
9b - - - - 32.03 19.37 - - 48.60
9c - - 8.71 - 27.93 16.89 6.43 - 40.05
1lla - - 11.84 - 36.04 21.79 - - 30.34
11b - - - - 47.35 28.63 24.02 - -

1lic - - - - 28.93 17.49 10.80 - 42.78
13a - - - - 34.48 20.85 - - 44.67
13b - - - - 26.67 16.12 - 33.96 23.25
15a - - - - 31.85 19.25 18.59 - 30.30
15b - - - - 19.38 11.72 12.46 33.50 22.94

-= No detectado

El periodo de depuracion de la almeja en el tercer experimento se muestra un
tanto diferente en las etapas finales con respecto a los dos ensayos previos. Durante
los primeros dias, el perfil de toxinas esta compuesto en un 12% del grupo
carbamato, 62% de N-sulfocarbamato y 26% de decarbamato. Al final del periodo de
muestreo se observa un equilibrio entre las toxinas decarbamato y N-sulfocarbamato
(Fig. 11).
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Figura 11. Variacion de las diversas toxinas (en % molar) en M.
squalida durante la fase experimental 3 alimentada con
G. catenatum durante cada uno de los dias de muestreo
(1,3,5,7,11, 13 y 15).
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8.11. Andlisis comparativo de los experimentos

En la Figura 12 se hace un comparativo de la cinética de desintoxicacion de la
almeja chocolata en los tres experimentos. Los cambios en la composicion relativa
de toxinas ocurren rapidamente después de la ingestion. La cinética de
desintoxicacion cambia en funcién del perfil toxico de G. catenatum, en los tres
experimentos se aprecia una tendencia general a la rapida eliminacion de todas las
toxinas, durante la primera fase de eliminacién. Se observa ademas un incremento
momentaneo alrededor del sexto dia de aquellas toxinas (STX, dcGTX), que pueden
producirse cuando se presenta una biotransformacion de las toxinas ingeridas, por

via metabdlica en la almeja.
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9. DISCUSION

9.1. Evaluacién de TP en poblaciones silvestres de almeja chocolata

En la primera parte del trabajo, se buscé conocer el grado de susceptibilidad de
las poblaciones naturales de la almeja chocolata en dos zonas de la Bahia de La
Paz, donde tradicionalmente se pesca esta almeja. Como unico antecedente se
tenia el trabajo de Garate-Lizarraga et al. (2004b), donde se evalud a lo largo de
un ciclo anual, la incidencia de TP en muestras de fitoplancton natural (recolectado
con red) y en poblaciones nativas de almeja chocolata. Estos autores registran
para la Bahia de La Paz una abundancia relativamente baja de G. catenatum (160
-2600 cel L"), en comparacion a otras localidad dentro del Golfo de California,
donde se han encontrado concentraciones de varios millones de células por litro
(Mee et al., 1986). Asimismo, es importante mencionar que Garate-Lizarraga et al.
(2005) realizaron un estudio sobre el contenido de toxinas en cepas de diferentes
localidades del Golfo de California, en el cual se incluyeron dos cepas de G.
catentaum de La Bahia de La Paz. El promedio de ambas cepas de de Bahia de
La Paz fue de 90.7 pg/cél y estuvo formada por 7 analogos de la saxitoxina.

No obstante su baja incidencia, destaca la existencia de una gran similitud
entre los perfiles de toxinas del fitoplancton natural, de varias cepas aisladas en
diferentes localidades en el Golfo de California y las encontradas en la almeja
chocolata. Siete son las toxinas que aparecieron de forma regular (GTX3, dcSTX,
dcGTX2, dcGTX3, B1, C1 y C2), pero las toxinas C1 y C2 fueron las mas
importantes tanto en el fitoplancton natural como en la almeja y junto con las
toxinas dcGTX2 y dcGTX3 aportaron cerca del 80% de las toxinas en base molar
(Band-Schmidt et al., 2004b; Garate-Lizarraga et al., 2004).

Sin embargo, en el monitoreo mensual que se realiz6 en dos localidades en la
Bahia de La Paz no se registro la presencia de TP. En nuestros experimentos se
utilizaron ejemplares de almejas silvestres provenientes de la bahia, registrandose
en éstas un perfil de 9 toxinas en las que se incluyen las 7 toxinas consideradas
como caracteristicas de las poblaciones de G. catenatum, mas la STX y NeoSTX.

En ninguno de los tres experimentos, se registraron las toxina B1 ni B2 en la
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almeja, a pesar de que en los experimentos 1 y 2 si fueron detectadas en el

dinoflagelado.

9.2 Efecto del dinoflagelado en la almeja

En bivalvos, las particulas alimenticias son llevadas dentro del la cavidad del
manto por corrientes de de los cilios branquiales, capturadas en las branquias y
transportadas a la cavidad bucal por >tracts> alimenticios dorsales y/o ventrales.
La cantidad de corriente generada por las branquias esta en funcion de la
frecuencia de beats “latidos” de los cilios laterales los cuales pueden ser alterados
para aumentar o disminuir la cantidad de particulas en contacto con las branquias.
Aunque la velocidad de movimiento es autonomo, la frecuencia de “latidos” ciliares
esta bajo control de los ganglios viscerales a través del nervio branquial (Aiello y
Guideri, 1965). Sin embargo, cuando se corta el nervio branquial en el mejillén
Mytilus edulis los movimientos ciliares continlan por varios dias aunque a una
velocidad mucho menor (Aiello, 1960).

Estudios de videoscopia en la almeja Mia arenaria muestran que después de 10
minutos a la exposicién al dinoflagelado toxico A. tamarense, la almeja presentaba
convulsiones musculares, contracciones y colapso de las branquias (Bricelj y
Shumway, 1998). Estos autores también notaron que algunas almejas que no
tenian respuesta a los estimulos tactiles aun después de 10 hrs de exposicién, las
branquias parecian relajadas y sin formacion de corrientes de alimentacion dentro
de la cavidad palial. Una hipétesis que explica esta inhibicion de la alimentacion es
que las toxinas provocan un bloqueo a los canales de sodio en estas almejas. El
mecanismo parece una incapacidad postingestion y no la quimiosensacion que
evita la digestion. Esta incapacitacion para alimentarse parece estar en funcién de
la tasa inicial de ingestion celular, la toxicidad celular, el tamafno de la almeja y la
distribucion de las toxinas en los diversos tejidos de la almeja, asi como de las
diferencias genotipicas intraespecificas en la sensibilidad a las toxinas
paralizantes. Los organismos en nuestros experimentos no mostraron mortalidad

significativa ademas de que no se observaron cambios en el comportamiento
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alimenticio (produccion de mucus, cerrado o apertura de las valvas, etc.), que
sugieran un efecto del dinoflagelado o sus toxinas sobre la almeja. Este nulo o
bajo efecto del dinoflagelado podria asociarse a su baja toxicidad y predominio de

toxinas sulfocarbamatadas.

9.3 Perfil de toxinas en G. catenatum

Bajo ciertas condiciones, la molécula de saxitoxina puede cambiar de una
forma molecular a otra, sin menoscabo de su estabilidad. Estas transformaciones
pueden ser llevadas a cabo por los dinoflagelados que la producen y/o por los
moluscos, que adquieren la saxitoxina via consumo del dinoflagelado. Los
cambios en el perfil de toxinas en dinoflagelados pueden estar asociados a
factores extrinsecos como la temperatura y la disponibilidad de algunos macro y
micronutrientes (Garate-Lizarraga et al., 2004b, 2005,2006; Band-Schmidt et al.,
2005), asi como también del grado de bioconversion de las TP asociado a la
accion bacteriana (Smith et al., 2001).

De acuerdo con los trabajos de Band-Schmidt et al. (2006), el contenido de
toxinas de las cepas provenientes del Golfo de California, suele ser mas elevado
que el observado en las poblaciones de fitoplancton natural. Esto puede estar
relacionado con las condiciones de crecimiento, ya que también pueden
presentarse diferencias atribuibles al tipo de medio de cultivo utilizado. Por
ejemplo, utilizando un medio f/2 modificado para el cultivo de las cepas
provenientes de Bahia Concepcién (mismo lugar de donde proviene la cepa
utilizada en los experimentos), se obtiene la presencia constante de las toxinas
dcSTX, dcGTX2, dcGTX3, C1 y C2, en tanto que la NeoSTX se presenta solo en
algunas cepas (Band-Schmidt et al.,, 2005). En cambio, al utilizar medio GSe
(Garate-Lizarraga et al., 2005; Band-Schmidt et al., 2006), se obtiene un perfil de
toxinas mas amplio, compuesto por; NeoSTX, dcSTX, dcGTX2, dcGTXS3, B1, B2,
C1y C2. Al igual que el caso anterior, la presencia de las toxinas STX y C4 puede

variar dependiendo de la cepa, pero no se registro la presencia de GTX2 ni GTX3.
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Este perfil concuerda mas con el observado por Garate-Lizarraga et al. (2006) en

el fitoplancton natural, cuando existié una presencia significativa de G. catenatum

Por otra parte en este estudio, también se utilizé medio /2 con adicién de selenio,

obteniendo un perfil de toxinas muy similar (Tabla 16), pero a diferencia de las

cepas estudiadas por Band-Schmidt et al. (2006), nosotros si observamos la

presencia de la toxina GTX2.

Tabla 16. Comparacion del perfil de toxinas paralizantes en G. catenatum

Tipo de Toxina

STX

Neo | GTX2
STX

dc
STX

dc
GTX2

dc
GTX3

B1

B2

C1

Cc2

C3 | C4

REFERENCIA

34.6

1.4

0.1

0.93

1.31

2.9

0.6

121

8.6

213 0.39

10.60

8.97

62.9

8.26

22.0

27.6

2.6

2.8

2.28

0.98

24.70

37.02

37.1

52.45

23.2

27.5

3.3

4.5

1.72

0.74

14.93

12.01

18.49

7.9

9.4

0.9

1.4

0.48

1.57

15.58

7.4

5.69

0.7

0.8

0.96

0.6

0.1
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3.7

0.19

2.98

10.5

33.6

27.2

50.9

55.9

70.92

27.73

23.27

3.21

10.6

7.0

22.0

20.6

20.96

53.12

21.50

27 06

1.6 0.1

Garate-Lizarraga, et
al., 2004. BAPAZ
Muestras de red

Marzo de 2002

Garate-Lizarraga, et

al., 2004. BAPAZ
Muestras de red
Mayo de 2002

Garate-Lizarraga, et

al., 2004. BAPAZ
Muestras de red
Agosto de 2002

Band-Schmidt, et
al., 2005
BACO Cepas (17

dias)

Band-Schmidt, et
al., 2005
BACO Cepas (22

dias)

Band—Schmidt, et
al., 2006
BACO Cepas (10

dias)

Band-Schmidt, et
al., 2006
BACO Cepas (25

dias)

CEPA UNO LAB.

CEPA DOS LAB.

CEPA TRES LAB.
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Se ha postulado que en el Golfo de California, las diferencias existentes en
la composicion del perfil de toxinas de las diferentes cepas, puede estar ligada a
las distintas localidades de las cuales provienen y por tanto podrian reflejar las
adaptaciones de cada poblacién de G. catenatum a un lugar determinado (Band-
Schmidt et al., 2006). No obstante, en otros dinoflagelados como en el caso de
Alexandrium tamarense se pueden presentar cambios drasticos en la proporcion
de toxinas carbamato y N-sulfocarbamato tanto en el perfil de toxinas de
poblaciones silvestres, como en las cepas cultivadas, aun y cuando estas fueron
recolectados dentro de una misma zona. Esto, refuerza la idea de la existencia de
poblaciones silvestres con perfiles de toxinas diferentes en el medio natural,
creciendo en la misma zona (Kazuhiko et al., 2002). Por otra parte en poblaciones
naturales de G. catenatum en Bahia Concepcidén se ha observado una variacién
en el perfil de toxinas, tanto en forma espacial como temporal, encontrandose que
existe un mayor numero de analogos de la saxitoxina en la temporada donde G.
catenatum es mas abundante y se encuentra formando cadenas (Garate-Lizarraga
et al., 2006).

Por otro lado, el contenido de toxinas en los dinoflagelados también puede
variar dependiendo de la disponibilidad de nitrégeno y fésforo. De acuerdo con
Anderson et al. (1990) y John y Flynn (2000), las toxinas pueden ser mas
facilmente sintetizadas a partir del nitrdgeno reciclado en el propio dinoflagelado y
no necesariamente a partir del nitrégeno inorganico recién incorporado. Esto
podria incrementar la tasa de renovacion del nitrdbgeno necesario para la
produccion de toxinas (John y Flynn, 2000). En cambio, la limitacion del fosforo
podria promover un incremento en el grado de toxicidad en dos rutas principales:
Cuando existe una cantidad limitante de fosforo, se incrementa la concentracién
de aminoacidos intracelulares libres, o que podria conducir a un aumento en la
concentracion de los precursores para la sintesis de las toxinas, o por otro lado
incrementar la sintesis por via del incremento en la concentracion del nitrégeno a
nivel de la concentracion de metabolitos de bajo peso molecular (Anderson et al.,
1990). La limitacidon del fésforo también puede tener un efecto adverso en la

inhibicion de la sintesis final de la toxina, lo que permitiria que esta sintesis
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continuara a niveles mas altos que en condiciones normales, por tanto es de
esperarse que el estatus del fésforo juegue un papel relevante en la definicién del
perfil de toxinas de los dinoflagelados (Eurgain et al., 2002). Considerando lo
anterior se esperaria que existieran diferencias en el perfil de toxinas en funcion
de su origen, pero aun existe controversia con respecto a los factores que generan

estas diferencias (Tabla 17).

Tabla 17. Registros de densidades de G. catenatum y datos de toxicidad asociados a esta especie
en el Pacifico Mexicano (Modificado de Garate-Lizarraga et al., 2004a)

Fecha G. catenatuem Toxicidad . Referencias
Cells x 10 ug STXeq 100 g
29°N Golfo Cal. Marzo-1939 ~1 Sin datos Graham 1943
Mazatlan, Sin. Abril-1979 “1.2106.6 20 - 7640 Mee et al. (1986)
Mazatlan, Sin. Abril-1979 ~0.24 to 1.760 20 - 7640 Morey-Gaines et al. (1986)
P. Libertad, Son. Marzo-1981 0.19 Sin datos Cortés-Altamirano et al. (1999)
Mazatlan, Sin. Abril-1985 Sin datos Sin datos Cortés-Altamirano et al. (1999)
Mazatlan, Sin ADIIFI997 Lo 2 gggs;f(;‘;a(’?gg;)" and Alonso-
Mazatlan, Sin Abril-2001 0.01 30.40 Garate-Lizarraga et al (2004)
Acapulco, Gro. Marzo-1999  0.007 to 0.037 120-209 Mancilla-Cabrera et al. (2000)
Acapulco, Gro. .0025-3300 20.65 - 1455 Garate-Lizarraga et al. (2007)
Manzanillo, Col Marzo-Mayo-1999 arriba 3.5 Sin datos Morales-Blake et al. (2000)
P. Interior, Col. Abril-1999 ~2.5103.3 Sin datos Figueroa and Zepeda (2000)
Bahia Concepcion Marzo-1990  0.0018- 0.003 Sin datos Garate-Lizarraga et al. (2001)
Bahia Concepcion Mayo-1999  arriba 0.57 63.8 - 298 Gérate-Lizarraga et al (2004)
Bahia de La Paz Marzo-2002, Feb- 0.14 - 46 Géra’te-Lizérraga et al (2004);
Abril 2007 000160- .660 Henandez-Sandoval et al (2007)

9.4. Biotransformacion de TP en la almeja chocolata

Algunos cambios significativos en

la composicion de las

toxinas

probablemente ocurrieron en la M. squalida en este estudio. De las toxinas N-

sulfocarbamato (C1+2) que son las menos potentes, pueden sufrir una

biotransformacion probablemente como resultado de una conversion no-
enzimatica. Esta conversion se conoce que puede facilmente ocurrir a un pH bajo
(pH~3) (Hall et al., 1990), y podria resultar de las condiciones acidas que estan
presentes en el intestino, esto podria ser indicativo de una biotransformacién de

toxinas del tipo C a toxinas del grupo carbamatadas como la STX y NeoSTX.
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La digestion extracelular en el estbmago o digestion intracelular en la
glandula digestiva podria ser el principal mecanismos responsable, sin embargo
este proceso de biotransformacion de toxinas en moluscos se puede dar en dos
direcciones, hacia el incremento o bien hacia la disminucién de la potencia de las
toxinas ingeridas. Muchos moluscos pueden contener menos toxinas del tipo C y
altas concentraciones de toxinas carbamato que la de los organismos que las
causa (Oshima et al., 1990), sugiriendo la posibilidad de que ocurre una hidrélisis
enzimatica en N-sulfato (Oshima,1995).

Lo anterior puede modificar la toxicidad total. Durante los primeros dos dias
de la fase de desintoxicacion, se registra la mayor concentracién de toxinas
carbamato y en particular de la toxina de mayor toxicidad, la NeoSTX. Esto es
indicativo de una biotransformacién de toxinas del grupo N-sulfocarbamato en sus
analogos del grupo carbamato, dentro de la almeja. Una observacion que apoya
este supuesto es el hecho de que la NeoSTX, se registra en la almeja durante el
segundo experimento, a pesar de que no fue registrada en la cepa de G.
catenatum. Otra evidencia de esta transformacion la da el analisis del perfil de
toxinas de almejas alimentadas por 48 hr con G. catenatum, en la fase
experimental 3, donde se observa un fuerte incremento de toxinas carbamato en
comparacion con la cepa utilizada como alimento (Figura 13).

120% -

100% -

80% +
B SULFOCAR

@ DECARBA
B CARBA

60% -

pmol PSP

40% -

20% -

0% -
Cepa de G. catenatum Almeja recién alimentada

Figura 13.- Comparacion del perfil de toxinas (% molar) de G. catenatum y la almeja
luego de ser alimentada por 48 hrs durante el experimento numero 3. Las toxinas
fueron agrupadas en sulfocarbamato (SULFOCAR), decarbamato (DECARBA) y
carbamato (CARBA).
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Cambios en el perfil de toxinas en los tejidos de moluscos podrian surgir de
una retencién selectiva o eliminacion de toxinas individuales, epimerizacion o a
diversos procesos de biotransformacién: conversion reductora en presencia de
reductantes naturales, hidrdlisis a un pH bajo, é conversion enzimatica (Cembella
et al., 1993, 1994; Oshima, 1995).

Se sabe que los cambios en el perfil de toxinas en los tejidos de la almeja
pueden incrementarse o disminuir, en funcion de la retencion selectiva o la
eliminacién de las toxinas por diferentes vias (Bricelj y Shumway, 1998). Por tanto,
cada especie de molusco puede responder de forma distinta ante la presencia de
TP. Aunque ya se han hecho estudios donde se comparan los perfiles de toxinas
derivados del fitoplancton natural con presencia de G. catenatum y de diferentes
tipos de almejas (Garate-Lizarraga et al., 2004 a,b; Band-Schmidt et al., 2004), se
han realizado estudios en condiciones controladas de laboratorio sobre los efectos
del dinoflagelado téxico G. catenatum en la tasa de ingestion y de aclaramiento
en la almeja mano de leon Nodipecten subnodosus, asi como la eliminacion de
estas toxinas (Estrada et al., 2007).

La acumulacion de toxinas en las diferentes especies de moluscos puede
variar en respuesta a factores extrinsecos, como temperatura, densidad celular del
dinoflagelado y tiempo de inmersién de las poblaciones intermareales (Quayle,
1969). Pero también puede modificarse en funcion del metabolismo particular de
cada especie de molusco. Algunas especies tienen la capacidad de modificar la
composicion de toxinas ingeridas por via metabdlica o por transformacion quimica,
afectando con esto la toxicidad total (Sullivan et al., 1983, Oshima, 1995). Este
proceso de biotransformacion de toxinas en moluscos se puede dar en dos
direcciones, hacia el incremento o bien hacia la disminucién de la potencia de las
toxinas ingeridas. Nuestros resultados muestran evidencias de que ambas
tendencias, se presentan en la almeja chocolata, durante las fases de intoxicacion
y desintoxicacion.

Las toxinas del tipo N-sulfocarbamato y particularmente las del tipo C son
muy estables en la mayoria de los moluscos, esto concuerda con el predominio de

este tipo de toxinas en los experimentos 2 y 3 y su incremento en la etapa final del
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periodo de depuracion en el primer experimento. No obstante, algunas especies
de moluscos tienen la capacidad de romper el enlace quimico del radical N-sulfato
y transformar las toxinas N-sulfocarbamato (C1, C2, C3, B1, B2) a sus
contrapartes carbamato (GTX2, GTX3, GTX1, GTX4, STX , NeoSTX) en
condiciones de pH < 7 y temperaturas altas (Hall y Reichardt, 1984; Oshima,
1995). De acuerdo a lo anterior las diferencias entre el perfil de toxinas
encontradas en la cepa del dinoflagelado G. catenatum y la almeja chocolata M.
squalida, en los primeros dias del proceso de desintoxicacidon, sugiere una
hidrdlisis de toxinas del tipo C a toxinas del grupo carbamato (STX y NeoSTX) (
Jaime et al., 2007), esto es mas notable en el primer experimento (realizado a 28
°C), donde el porcentaje molar de la NeoSTX se incrementa en varios ordenes de
magnitud, en correspondencia con el descenso de las toxinas C1y C2, durante los
dias posteriores a la ingestidon del dinoflagelado (Fig. 8). Este hecho es una de las
principales diferencias de nuestro estudio con respecto a lo observado por Garate-
Lizarraga et al. (2004b), quien postula que la almeja chocolata, tiene una baja
capacidad de biotransformacién, debido a que no encuentra grandes diferencias
entre el perfil de toxinas de la almeja y el observado en G. catenatum.
Considerando nuestros resultados, surge el cuestionamiento de si la presencia de
las toxinas NeoSTX y STX en los dos bivalvos mencionados por Garate-Lizarraga
et al. (2004a), es el resultado de haber consumido una especie de dinoflagelado
gue contenia ambas toxinas o si ambas especies de bivalvos tienen la capacidad
de biotransformar las toxinas N-sulfocarbamato.

Esta bioconversion ha sido confirmada para diferentes moluscos; en
Espafia y Portugal, aquellos moluscos que consumieron G. catenatum mostraron
una conversion de toxinas de tipo N-sulfocarbamato a toxinas carbamato
consideradas de las mas potentes (Anderson et al., 1989, Franca et al., 1996,
Rodriguez-Vazquez et al., 1989, Oshima et al., 1990, 1993, Vale y Sampayo,
2001). Takatani (1998) encuentra diferencias significativas entre el perfil de toxinas
de G. catenatum y el registrado en bivalvos marinos de Japdn. Las toxinas GTX2,
GTX3, NeoSTX y STX, se registraron en los bivalvos, pero no asi en las células

del dinoflagelado. Oshima (1995), trabajando con almejas japonesas (Mactra
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chinensis y Peronidia venulosa), identifica a la carbamoilaza como la enzima
involucrada en la transformacion de estas toxinas. Esta enzima actua en la
hidrolizacion del radical N-sulfocarbamato para convertilas en toxinas
decarbamato, generalmente se lleva a cabo en el tejido digestivo y muestra una
gran especificidad de sustrato por lo que esta actividad suele ser caracteristica de
pocas especies de molusco (Jaime et al., 2007). Estudios realizados en Corea por
Chang et al. (1988) con Mytilus edulis encontraron el mismo cambio en el perfil de
toxinas asociado con un pH alto y temperatura elevada. En esa misma especie
pero en China (Lee et al., 2000) también reportaron un incremento de toxinas
carbamato asociado a su bioconversiéon. En Placopecten magellanicus, procesos
enzimaticos en la transformacion de GTXs a STX fueron registrados por Shimizu
et al. (1981) en Japdn. Sullivan et al. (1983) registra esta misma conversion en la
almeja Prototheca staminea. En tanto que Bricelj et al. (1991) dan cuenta de este

tipo de conversion metabdlica en la almeja Mercenaria sp.

9.5. Fase de depuracion

Las transformaciones quimicas en moluscos han sido documentadas para
algunas especies de moluscos como la escalopa Patinopecten yessoensis que
retiene toxinas por varios meses, exhibiendo cambios significativos en el perfil de
toxinas durante el periodo de depuracion. Shimizu y Yoshioka (1981) fueron los
primeros en demostrar que en tejidos de la escalopa, las toxinas GTXs y NeoSTX
podrian ser convertidas a STX. En la almeja Protothaca staminea, Sullivan et al.
(1983) reportaron que las toxinas carbamato y N-sulfocarbamato podrian ser
biotransformadas en compuestos decarbamato, obteniendo como producto final en
el metabolismo a la STX.

Nuestros resultados sugieren que este tipo de transformaciones se verifican
en la almeja chocolata durante el periodo de depuracién, dado que se observa la
caracteristica disminuciéon del grupo de toxinas N-OH (GTX 1,4 y NeoSTX)
acompanado por un incremento en el grupo N-H (GTX 2,3 y STX)(Oshima, 1995;
Jaime et al.,, 2007), lo que sugiere, una reduccion quimica. Esta reaccion

generalmente es acompanada por la eliminacion del grupo sulfato a nivel del C11,
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transformando asi los B-epimeros (C2, GTX3, GTX4) producidos por el
dinoflagelado, en a-epimeros (que son termodinamicamente mas estables)
después de ser ingeridos por el molusco (Bricelj y Shumway, 1998; Jaime et al.,
2007). Ambas reacciones pueden estar ligadas a la presencia de agentes
reductores naturales (cisteina, glutation) y/o a la actividad enzimatica de las
bacterias que comunmente habitan en los moluscos (Kotaki et al., 1985; Smith et
al., 2001).

Por otro lado, la presencia de toxinas STX y dcSTX durante los dias 4-8 en
los diferentes experimentos, pueden derivarse de los productos de degradacion de
varias toxinas del tipo C y Gonyaulatoxinas (GTXs), que a han pasado por
reducciones quimicas y enzimaticas (desulfatacion y deshidroxilacion) e hidrolisis

(eliminacion del radical decarbamato y N-sulfato) (Lehane, 2000).

9.5. Mecanismos de depuracion

Cuando se examina la concentracion total de toxinas y su correspondiente
tasa de depuracion, pueden establecerse tres fases (Figs. 7, 9 y 11); la primera,
donde la tasa de desintoxicacién es muy rapida, se presenta en el desarrollo inicial
del periodo de desintoxicacion y la segunda mas lenta inicia al segundo o tercer
dia y termina hacia el final del periodo de desintoxicacion, finalmente una tercera
fase, donde el contenido de toxinas cambia a una tasa mas lenta, debido al
predominio de toxinas N-sulfocarbamato. La cinética de desintoxicacion de doble
fase, ha sido descrita, como el patron usual de depuracién en moluscos (Silvert y
Cembella, 1995; Lassus et al., 1989; Bricelj et al., 1991; White et al., 1993; Blanco
et al., 1997), para aquellos que han sido sometidos a la influencia de organismos
productores de TP asi como para los que han consumido toxinas DSP (Marcaillou-
Lebaut et al., 1993).

En general, en los moluscos bivalvos las transformaciones fuertes se
presentan en mayor medida en el tejido digestivo, que en el muscular (Jaime et al.,
2007). Aunque en este estudio se trabajo con el macerado de la almeja completa,

durante las primeras 48 hrs del periodo de desintoxicacion, observamos una
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disminucién de la toxicidad total equivalente a la observada en el tracto digestivo
de diversas especies (Bricelj et al., 1991; Jaime et al., 2007) (Figs. 8, 10y 12).

Esta desintoxicacién afecta principalmente a las toxinas con mayor grado
de toxicidad (NeoSTX, GTX2, GTX3), por lo que concluimos que la almeja
chocolata posee los mecanismos para convertir las TP a toxinas de baja toxicidad
o metabolitos excretables.

En opinion de Blanco et al. (1997), la cinética de depuracion en dos fases
tiene dos componentes; la pérdida metabdlica via heces fecales y la eliminacion
de células toxicas y del mismo sistema digestivo, ya que este tiene una alta tasa
de renovacion. Durante el proceso de desintoxicacién, gracias a una fuerte
afinidad de la membrana de las células digestivas se concentra las TP, en las
células exteriores (mas viejas) del tracto digestivo y solo una fraccion seria
transferida hacia otras células u otros tejidos (Blanco et al., 1997). Cuando termina
la exposicion del molusco a la presencia del fitoplancton téxico, las primeras
células involucradas en la produccion de heces son las mas externas (con una
mayor carga de toxinas), de forma tal que transfieren una elevada toxicidad a las
heces, produciendo una fuerte disminucion de la toxicidad en el molusco. Este
mecanismo puede ser suplementario a la destruccion de las células del
fitoplancton toxico via digestion, como ha sido sugerido por Silvert y Cembella,
(1995) y Bricelj y Cembella (1995).

Por otro lado, el efecto de estas toxinas modificadas, ha sido poco
estudiado en humanos (Garcia-Camacho et al., 2007). De hecho la toxicidad que
pudiera transferirse a los humanos u otros consumidores de moluscos podria
depender no solo de la abundancia y potencia de las toxinas propias de los
dinoflagelados, sino también de la biotransformacion de estas toxinas por parte de
los mismos moluscos (Asakawa et al., 1984, 1995). Por otro lado, los
dinoflagelados pueden producir ademas de las toxinas ya conocidas, una variedad
de polipéptidos complejos que aun no han sido identificados, pero que pueden
tener  efectos  citotdxicos, antitumorales, antibidticos, antimicoticos

inmunosupresores y/o neurotoxicos (Wright y Cembella, 1998).
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Como se menciond anteriormente, la almeja chocolata es un molusco
bivalvo que es consumido durante todo el afio sobre todo por la poblacién costera,
por lo que con este estudio se pudo establecer que esta almeja tiende a eliminar
toxinas rapidamente en tan solo dos semanas y puede ser consumida sin riesgo

alguno.

10. CONCLUSIONES

La almeja chocolata Megapitaria squalida no sufre dafo fisiolégico aparente

cuando es expuesta a Gymnodinium catenatum.

Se sugiere la existencia de una bioconversion de toxinas de baja toxicidad (N-
sulfocarbamato) a toxinas de alta toxicidad (Carbamato) en la almeja chocolata,
aunque la concentracién que pueda alcanzar, dependera del tiempo que este

expuesta al dinoflagelado toxico.

El perfil de TP en la cepa de G. catenatum estuvo compuesto de dcSTX, dcGTX2,
dcGTX3, C1 y C2 en los 3 experimentos, las toxinas STX y NeoSTX se
detectaron en 2 experimentos y la toxina B1 solo en el segundo experimento. Lo
que sugiere que este dinoflagelado mantiene un perfil estable pero que puede
tener cambios en respuesta posiblemente a cambios ligeros en las condiciones de

crecimiento.

El perfil de la almeja chocolata en los tres experimentos realizados incluyo las
siguientes toxinas STX, NeoSTX, GTX2, dcGTX3, dcSTX, dcGTX2, dcGTX3 y
C2.

La cinética de depuracién de la almeja chocolata, no varia en funcion del grado de
toxicidad y se ajusta a un modelo exponencial inverso. La cinética de eliminacion

se dividio en tres fases: 12. Fase. Eliminacion de toxinas de mayor toxicidad y la
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mas rapida. 22. Fase. Mayor concentracion de toxinas decarbamato pero hay una
baja notable de toxicidad total. 3% Fase. Existe un predominio de toxinas N-

sulfocarbamato.

Las toxinas del grupo carbamato fueron las primeras en ser eliminadas, mientras
que las del grupo decarbamato y N-sulfocarbamato permanecen por mas tiempo
en el tejido de la almeja.

La eliminacion de toxinas en la almeja puede deberse a tres procesos principales:
1. Reduccion quimica: que consiste en la disminucién del grupo N-OH e
incremento en el grupo NH.

2. Reduccion enzimatica: procesos de desulfatacion y deshidroxilacién.

3. Hidrdlisis: eliminacion del radical decarbamato y N-sulfato.

11. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar la misma concentracion de dinoflagelados con que se

alimenta la almeja chocolata para evitar posibles cambios en el perfil de toxinas.

De ser posible, colocar a las almejas de manera individual para medir su tasa de

ingesta diaria de alimento.

Que la fase experimental se realice con lotes de almejas de la misma talla y peso

para observar posibles variaciones en el perfil de toxinas.

Esta almeja elimina rapidamente toxinas de alta toxicidad, por lo que seria

interesante realizar estudios en otras almejas de interés comercial.
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ANEXOS

1.- Determinacion de toxinas PSP por HPLC/FD

Sistema de inyeccion:

Fase estacionaria:

Fase movil:

Gradiente:

tiempo A(%)
0.0

10.0

12.0

35.0

36.0

47.0

48.0

57.0

50
50

100
100
50
50

30 a 50 L
Luna 5um

Phenomenex

98.5% 11 mM ac. octanesulfénico y 40 nM

de ac. fosforico, ajustar el pH a 6.9 con NH3",
1.5 % de tetrahidrofurano (THF).

83.5% 11 mM de a. octanesulfonico y 40 mM de
ac. fésforico, ajustar el pH a 6.9 con Nhz+, 15%
de acetonitrilo y 1.5% de tetrahidrofurano (THF).
98% 40 mM de ac. fosforico, ajustar el pH a 6.9
con NH3', y 1.5% de tetrahidrofurano (THF).

B(%) C(%)

100
100

o O O

Temperatura de columna: 25°C (£ 3°C).

Derivatizacién Post-columna:

Deteccion:

50
50

50
50

flujo (mL/min)

1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0

RP-C18 (250 mm X 4,6 mm)

Oxidacion: 10.0 mM ac. periédico y 550 mM de una

solucién de NH;" (0.3 mL/min)

Acidificacion: 1.0 M Ac. Nitrico (0.4 mL/min)

Temperatura: 50°C

Ex.: 330 nm, Em.: 395 nm (Figura 4).
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2.- Sistema de HPLC usado para determinacion de PSP
con un par-iénico, con oxidacidon post-columnay
deteccion de fluorescencia

splitter e @ | fluorescence
autesampler detector
— —— E =

- 4 ot
= e data processing
= ‘g and
2 @ system control

splitter

-ammssse- reversed phase column

E1: eluent 1
E 2: eluent 2
E 3: eluent 3
Ed oxidant
ES acid
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3.- Técnica de Hummert et al. (1997), para efectuar las determinaciones de

toxinas paralizantes.

El analisis de cromatografia se llevé a cabo usando un gradiente de par-iénico

utilizando tres tipos de soluciones (Tabla1) usando acido octanesulfénico a diferentes

concentraciones, ajustando el pH 6.9 con una solucién de amonio, esto para realizar la

separacion de toxinas paralizantes. Después de la oxidacion post-columna se utiliza acido

periodico para realizar la oxidacion, posteriormente se acidifico con acido nitrico,

finalmente las toxinas extraidas son detectadas por fluorescencia.

Tabla 1. Preparacion de

paralizantes.

las tres soluciones utilizadas

en la separaciéon de toxinas

Solucién A Solucién B Soluciéon C
4.758 gramos de 4&cido.|5.624 gramos de acido. |A 1800 mL de agua
octanesulfénico en 1800 mL | octanesulfonico en 1800 mL | destilada grado  HPLC

de agua destilada grado
HPLC

Agregar 80 mL de ac.
fosforico al 80%

Ajustar el pH a 6.9 con una
solucion de amonio al 27%

Aforar a 2 L, agregar 30 mL
de THF*

de agua destilada grado
HPLC

Agregar 100 mL de ac.
fosforico al 80%.

Ajustar el pH a 6.9 con una
solucion de amonio al 27%

Aforar a 2 L, agregar 36 mL
de THF y 360 mL de
acetonitrilo

agregarle 80 mL de ac.
fésforico al 80%

Ajustar el pH a con una
solucion de amonio al 27%

Aforar a 2 L y agregar 30
mL de THF

* Tetrahidrofurano
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