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PRESENTACION

La presente monografia denominada Floraciones algales nocivas
(FAN) maninas y sus efectos en la salud humana y la maricultura;
describe los principales aspectos que se encuentran registrados en la
literatura mundial, enfatizando en la determinacion de biotoxinas,
que son causa de dafios significativos en los ecosistemas marinos, a

los cultivos que se practican en estos sistemas y también en el

hombre.

Se pretende con esta monografia despertar el interés para
iniciar los estudios sobre las floraciones algales nocivas en el Peri,
y de modo particular en el litoral de Ancash, espacio propicio al

desarrollo de las FAN.
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de un cierto tiempo mas o menos largo, el fenomeno se disipa, a menudo
rapidamente, al cambiar las condiciones hidrologicas que |o produjeron o porque

ya no se producen aportes de nutrientes.

La Comisién Oceanogréfica Intergubernamental (COl) de la UNESCO, en
junio de 1992 adoptd en un sentido mas amplio el término de “Floraciones
Algales Nocivas” FAN (en inglés “Harmful Algal Blooms” o su acronimo HAB),
para designar las proliferaciones de un heterogéneo grupo de microorganismos
gue son percibidos como dafinos para el hombre por sus efectos adversos en la
salud humana, en las explotaciones de acuicultura, turismo y en las poblaciones
naturales de organismos marinos. La palabra FAN, no es un término cientifico,
sino un término operativo que es ampliamente aceptado por la comunidad de
cientificos y por los gestores sanitarios y medioambientales (Alvarez & Herrera.

??7: Hallegraeff & Hara,1995).

Si bien este término de FAN, se inspiré en las manchas de dinoflagelados
planctonicas, hoy en dia se usa para cualquier poblacion microalgal; incluyendo
también a las FAN, cuyas concentraciones celulares no sean muy elevadas, pero
que su aparicion conlleve un efecto nocivo sin producir necesariamente toxicidad
o tienda a causar algunas alteraciones en la cadena tréfica como son la hipoxia
y anoxia o dafios mecanicos en la obstruccion de las branquias de los animales y

la necrosis de las mismas (Anénimo, 2001; Hernandez, 1996).

Entre los organismos causales de las FAN se incluyen los dinoflagelados,
otros flagelados, cianobacterias, diatomeas y otros grupos del fitoplancton de
menor importancia. No todos los eventos causados por las algas nocivas
conllevan el desarrollo de importantes acumulaciones de biomasa. Muchas

especies de dinoflagelados son nocivas aun en bajas concentraciones. Asi



mismo se debe sefialar que algunas FAN son causadas por la proliferacion de
microalgas que presentan una etapa benténica, llegando a producir toxinas que
pueden ser transferidas a otros organismos mediante la cadena alimentaria
(Hernandez, 1996). Sudrez & Guzman (?7?), presentaron un censo en el que de
las 3000 a 4000 especies reconocidas del fitoplancton marino, sélo alrededor de
200 especies han producido florecimientos masivos y la capacidad de producir
toxinas potentes, es aln mas reducida ya que sélo se han reconocido alrededor
de unas 80 especies toxicas, aunque este numero se esta incrementando

rapidamente cada ano.

El incremento constante de los afluentes industriales, las aguas municipales
y la mejora en las técnicas de los cultivo en la acuicultura ha traido
perturbaciones en los ambientes marinos, que se ve reflejado en el incremento
de las proliferaciones de diferentes tipos de organismos entre ellas las FAN, que
tienden a ocasionar grandes pérdidas en los cultivos marinos en diferentes zonas

del mundo (Buschmann, 2005; Hernandez, 1996).

La acuicultura es una actividad econémica muy rentable que genera empleo
y alimentos prioritariamente. Se ha desarrollado mucho en las Ultimas décadas,
por lo que también se le menciona como la “revolucién azul” en paises como
Japon, China, Tailandia, Oceania entre otros. En estos paises constituye una
actividad prioritaria y su importancia radica en que es una gran fuente de divisas

(Chamberlain, 1999).

El crecimiento de la acuicultura con relacion a otros sectores de produccion
de alimento de origen animal continia creciendo con la contribucion del
suministro mundial de peces, crustaceos, moluscos y otros animales acuaticos.

Aumenté del 3,9 por ciento de la produccion total en peso en 1970, al 27,1 por



ciento en 2000 y al 32,4 por ciento en 2004. En todo el mundo, la tasa media de
crecimiento de este sector ha sido del 8,8 por ciento al afio desde 1970, mientras
que, durante el mismo periodo, la pesca de captura ha crecido solamente a
razon del 1,2 por ciento y los sistemas de produccion de carne de cria en tierra,

un 2,8 por ciento (FAO, 2006).

El incremento de la maricultura para el ano 2004 aporté el 36,0 por ciento
de la produccion en cantidad y el 33,6 por ciento del valor total. Si bien gran
parte de la produccién marina consiste en peces de valor elevado, incluye
también una gran cantidad de mejillones y ostras (FAO, 2006); siendo las
microalgas toxicas las causantes de grandes mortandades en los peces en
cultivo y en la mayoria de casos constituyen parte de la alimentacion de los
moluscos bivalvos que se nutren por filtracion. Las toxinas se acumula en la
fraccion comestible de los moluscos, con el problema adicional de que pueden

persistir a los proceso de depuracion de los moluscos (Fernandez et al., 2002).

Las toxinas generadas por las microalgas (ficotoxinas) son compuestos
quimicos que en comparacion con otras toxinas naturales son de bajo peso
molecular, de naturaleza no proteica muy estables al calor; debido a esto los
procesos de coccidon, ahumado, secado y salado no las destruyen (Suarez,

2004),

Las ficotoxinas comprenden un amplio espectro de sustancias de estructura
molecular, mecanismos de accién y actividad biolégica muy diversa. Los
sindromes asociados en humanos por éstas toxinas son: la intoxicacion
paralizante por moluspos (PSP), intoxicacion diarreica por moluscos (DSP),
intoxicacién neurotdxica por moluscos (NSP) e intoxicacion amnésica por

moluscos (ASP) (FAQ, 2005; Fernandez & Diégenes, ??; Hernandez, 1996).



Debido a la gran cantidad de toxinas que se presentan a nivel mundial que
causan dafos al hombre, en los paises europeos se ha dispuesto una serie de
reglamentaciones, para poder controlar los limites permisibles de las biotoxinas
en los productos de origen marino, siendo mas detallado el Reglamento del
Parlamento Europeo y del Consejo (CE) N° 853/2004, quién establece las
normas especificas de higiene en los productos alimenticios de origen animal,
asegurando la inocuidad del producto, llegando a garantizar un elevado nivel de
proteccion a los consumidores. En el Peru la Resolucion Ministerial N° 730 —
2003/SA/DM establece los limites permisibles de biotoxinas en los moluscos a
exportar, siendo similares a los establecidos por el Reglamento del Parlamento

Europeo y del Consejo.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el presente trabajo tiene
por objetivo la explicacion de la formacion, crecimiento y dinamica de las
floraciones algales nocivas marinas asi como los efectos adversos que causan
en la maricultura y la salud humana, con el fin de poder implementar en un futuro
estudios y monitoreos de como la eutrofizacion de los cuerpos marinos inciden
en la proliferacion de las FAN, en todo el litoral peruano, poniendo un énfasis
primordial en las zonas de recoleccion de moluscos y las zonas donde se
encuentran las concesiones de empresas que producen productos marinos con
fines de exportacion, logrando para ello contar con el apoyo de las instituciones

publicas y privadas.



ESPECIES TOXICAS Y POTENCIALES

Si bien a lo largo de toda la historia se han registrado brotes de algas
toxicas y no toxicas en el mar, estos se han incrementado durante las ultimas
décadas (Anderson et al., 2002; Smayda, 2002). En diversas areas, tales como
el Mar Baltico, Mar del Norte, Mar Adriatico, costas del Japén y Golfo de México,
estos florecimientos se han convertido en un fendmeno constante y su elevada
frecuencia se debe a que existia un enriquecimiento nutricional de las aguas
costeras a escala global (Smayda, 2002). Esta expansion progresiva de las
ocurrencias esta asociada al creciente impacto antropogénico sobre las areas
costeras que a su vez pueden ser responsables de los cambios en la
disponibilidad de nutrientes dentro de las aguas costeras, y asi fomentar el

crecimiento de algas toxicas (Anonimo, 2002; Buschmann, 2005).

Hernandez (1996) y Chavez et al. (2005), mencionan que las especies
productoras de toxinas y aquellas asociadas con las FAN a nivel mundial (tabla
1), son las que pertenecen a las clases: Dinophyceae, Dictyochophyceae,

Raphiodophyceae y Bacillarophyceae.

Varios dinoflagelados y flagelados marinos, han sido asociados con la
muerte de peces y/o invertebrados. Algunos de los mas comunes son los
dinoflagelados Gyrodinium aureolum; Gyrodinium galatheanum vy Pfiesteria
piscicido, los flagelados Raphidoceae (Heterosigma akashiwo, Chattonella
antigua, Chattonella marina) y los Prymnesiophyceae (Prymnesium parvum,
Chrysochromulina polylepis) y otras especies de Chrysochromulina (Moestrup,

1994).



Tabla 1.

Especies de microalgas que tienden a formar las FAN y que son

catalogadas como daiiinas a nivel mundial.

HAPTOFITAS
DIVISION: HAPTOPHYTA

RAPHIDOPHYCEAS
DIVISION: HETEROKONTAE

DIATOMEAS
DIVISION: HETEROKONTAE

Clase: Prymnesiophyceae,
Haptophyceae

Clase: Raphidophyceae

Clase: Bacillariophyceae

Chrysochromulina leadbeateri
Chrysochromulina polylepis
Phaeocystis globosa
Phaeocystis pouchetii
Prymnesium calathiferum
Prymnesium faveolatum
Prymnesium parvum
Prymnesium patelliferum

Prymnesium zebrinum

Chattonelfa antiqua
Chattonella globosa
Chattonella marina
Chattonella subsalsa
Chattonella verruculosa
Fibrocapsa japonica

Heterosigma akashiwo

Amphora coffeaeformis
Nitzschia navis-varingica
Pseudo-nitzschia australis
Pseudo-nitzschia calliantha
Pseudo-nitzschia delicatissima
Pseudo-nitzschia fraudulenta
Pseudo-nitzschia galaxiae
Pseudo-nitzschia multiseries
Pseudo-nitzschia multistriata
Pseudo-nitzschia pungens
Pseudo-nitzschia seriata

Pseudo-nitzschia turgidula

DINOFLAGELADO
DIVISION: DINOPHYTA

CLASE: DINOPHYCEAE

Orden: Gymnodiniales

Orden: Dinophysiales

Orden: Gonyaulacales

Amphidinium carterae
Amphidinium operculatum

Amphidinium operculatum
var. gibbosum

Cochlodinium polykrikoides
Gymnodinium catenatum
Gyrodinium corsicum
Karenia bicuneiformis
Karenia brevis

Karenia brevisulcata
Karenia concordia
Karenia cristata

Karenia mikimotoi
Karenia papilionacea
Karenia selliformis
Karenia umbella

Dinophysis acuminata
Dinophysis acuta

Dinophysis caudata
Dinophysis fortii
Dinophysis miles
Dinophysis mitra
Dinophysis norvegica
Dinophysis rapa
Dinophysis rotundata
Dinophysis sacculus
Dinophysis tripos

Alexandrium acatenella
Alexandrium andersonii
Alexandrium balechii
Alexandrium catenella
Alexandrium fundyense
Alexandrium minutum
Alexandrium monilatum
Alexandrium ostenfeldii
Alexandrium tamiyavanichii
Coolia monotis
Gambierdiscus pacificus
Gambierdiscus polynesiensis
Gambierdiscus toxicus
Gambierdiscus yasumotoi
Ostreopsis lenticularis
Ostreopsis mascarenensis




Karlodinium micrum Ostreopsis siamensis
Karlodinium veneficum Protoceratium reticulatum
Takayama cladochroma Pyrodinium bahamense

Orden: Prorocentrales Orden: Prorocentrales Orden: Peridiniales
Prorocentrum arabianum Prorocentrum emarginatum Heterocapsa circularisquama
Prorocentrum arenarium Prorocentrum faustiae Pfiesteria piscicida
Prorocentrum belizeanum Prorocentrum hoffmannianum | Pfiesteria shumwayae
Prorocentrum borbonicum Prorocentrum lima Protoperidinium crassipes
Prorocentrum cassubicum Prorocentrum maculosum
Prorocentrum concavum Prorocentrum minimum

Prorocentrum rhathymum
Adaptado de Chavez er al. {2003)

Las microalgas productoras de estas potentes toxinas endonucleares con
propiedades hemoliticas o neurotdxicas causan dafnos considerables a los seres
humanos y la acuicultura. Las toxinas tienen fuertes efectos citotéxicos para la
mayoria de especies tales como Chrysochromulina polylepis y Prymnesium
parvum (Reguera, 2002). Las microalgas Gyrondinium aureolum y Gyrodinium
galatheanum pueden producir degeneracion necrotica severa de las branquias y
producir toxinas con efectos hemoliticos. Ademas, Pfiesteria piscicido produce
una neurotoxina no identificada (Nielsen, 1993). Se ha encontrado que las
toxinas de algunas especies de microalgas se acumulan en los mariscos tales
como mejillones, vieiras y ostras. Asimismo, es posible que ocurra una
acumulaciéon de toxinas en otros organismos marinos durante exposiciones a

niveles sub letales de toxinas (Stabell et al., 1993).

En el presente trabajo no se tocard a fondo las FAN causadas por las
cianobacterias en las aguas continentales ya que no constituyen el objeto de
estudio; sin embargo también causan gran mortandad debido principalmente a

las substancias hepatotoxicas y neurotdxicas que tienden a desarrollar en



densas floraciones en los embalses de agua, siendo el caso mas conocido el
ocurrido en Caruaru (Brasil), donde numerosos pacientes renales sometidos a

didlisis murieron (Reguera, 2002; Roset et al., 2001).

Reguera (2003) y Roset et al. (2001), hacen mencién que las intoxicaciones
en los humanos por FAN, presentan determinadas rutas de exposicion siendo las

mas comunes las que se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Algunas posibles rutas de exposicion a toxinas cianobacterianas
o marinas via aguas continentales (C), aguas de transicion (E} o

marinas (M).
RUTA DE
EXPOSICION MEDIO ACTIVIDADES
C, E, M. | Actividades recreativas, contacto directo con la capa
superficial, espuma o tapices de cianobacterias toxicas.
Actividades recreativas o laborales con contacto directo
Sg:;aigéo ol WA con aguas en las que se ha producido un bloom, o haya
' toxinas libres.
G Bario, ducha con agua tratada conteniendo bloom téxico
o toxinas libres.
Inhalacion. C, E, M. | Duchas, practicas laborales, deportes acuaticos.
C, E, M. | Ingestion accidental de cianobacterias toxicas.
Ingestiéon de C Bebida de aguas naturales en la que se ha producido un
aguao bloom o toxinas libres.
espuma. Bebi " .
c ebida de aguas tratadas conteniendo bloom toxicos o
’ toxinas libres.
C,E, M. | Moluscos u otros productos de maricultura que
Ingestion de contienen toxinas.
alimentos. CE Consumo de productos vegetales si la toxina se acumuld
e por riegos en los vegetales.
g Exposicion al agua de hemodiélisis conteniendo toxinas
Hemodialisis. C. e SERGISCIEHAS.

Adaptado de Rosct er al, (2001).



2.

2.2

EXPOSICION A TRAVES DE CONTACTO DERMICO

Andonimo (2002), menciona que la dermatitis cianobacteriana marina
(picazoén del nadador o dermatitis por algas) es una dermatitis severa que
ocurre por el contacto luego de nadar en aguas marinas que contienen
brotes de ciertas especies de cianobacterias marinas. Los sintomas de
“picazén” y “quemadura”’ se producen al cabo de 3 a 8 horas, se
desarrolla una dermatitis visible y enrojecimiento, seguidos de la aparicion

de ampollas y una descamacion aguda.

Algunos componentes toxicos tales como aplisiatoxina, lyngbyatoxina A y
debromoaplisiatoxina, se han aislado de cianobacterias marinas; siendo
altamente inflamatorias y fuertes compuestos promotores de tumores en
la piel ya que usan mecanismos similares a ésteres de forbol al activar la
proteina quinasa C (Roset et al, 2001). Hasta la fecha, solo se han
reportado brotes de dermatitis por contacto dérmico en Japon y Hawai. La
cianobacteria Lyngbya majuscula produce debromoaplisiatoxina vy
lyngbyatoxina A, mientras que las cianobacterias Oscillatoria nigroviridis y

Schizothrix calcicola producen debromoaplisiatoxina (Anénimo, 2002).
EXPOSICION A TRAVES DE INHALACION

La inhalacion de un aerosol de agua de mar que contiene fragmentos de
células de dinoflagelados marinos o toxinas (brevetoxinas) liberadas en
las olas por algas desintegradas, puede ser peligrosas para los seres
humanos. Los signos y sintomas son irritacion severa de la conjuntiva y
membranas mucosas (especialmente la nariz) seguida de tos vy

estornudos constantes, asi como comezon en los labios (Reguera, 2003).
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2.3.

Las brevetoxinas acumuladas en mariscos pueden causar
envenenamiento por mariscos que causan neurotoxicidad y pueden matar
peces, invertebrados, aves marinas y producir la muerte de manaties y
delfines. Estas son producidas por el dinoflagelado marino denominado
Gymnodinium breve. Durante muchos anos, estos brotes se reportaron
solo en el sudeste de USA y este de México, pero en 1993, la toxina
neurotoxica del marisco (NSP) se detecté también en Nueva Zelanda

(Fernandez et al., 1995).
EXPOSICION A TRAVES DE LA INGESTION DE AGUA O ESPUMA

Algunas especies de cianobacterias pueden producir espumas densas
con altas concentraciones de células. Las espumas producidas por las
cepas toxicogénicas pueden contener elevadas concentraciones de
toxinas ya que la mayoria de toxinas son intracelulares (Roset et al,
2001). A diferencia de las areas costeras, la formacion de espuma es mas
frecuente en lagos durante el periodo de inactividad luego de las
condiciones de surgencia. La existencia de espuma cianobacteriana
producida por una especie toxicogénica representa un gran peligro para la

salud humana (Andénimo, 2002).

Nodularia spumigena fue la primera cianobacteria conocida por sus
efectos mortales sobre los animales. La toxina nodularina producida por
Nodularia spumigena, es un pentapéptido ciclico que actua como una
hepatotoxina, ya que produce hemorragias masivas en el higado de
mamiferos, rompe la estructura del higado y tiene ciertos efectos sobre

los rifiones (Roset et al., 2001). La inhibicién de fosfatos proteinicos de

11



2.4.

serina — treonina representa el mecanismo de accion de la nodularina

(Andénimo, 2002).

En el siglo XIX, se registraron varios brotes toxicos y acumulaciones de
Nodularia spumigena en USA. Los estudios hechos por Nehring (in
Andnimo, 2002) tratan sobre brotes de N. spumigena asociados con el
envenenamiento de patos, perros, vacas y ovejas. No se ha reportado
envenenamientos de seres humanos por Nodularia spumigena; sin
embargo, los seres humanos son tan susceptibles a las toxinas como el
resto de mamiferos; por lo que se debe de tener un cuidado particular en
los nifios pequefios ya que pueden ingerir accidentalmente materias
toxicas en cantidades que podrian traer graves consecuencias tales como
dafo al higado, el cual no se diagnostica inmediatamente (Fernandez et

al., 1995).

El Gnico caso registrado de intoxicacion a nivel de Suramérica es el
suscitado en Caruaru (Brasil), donde numerosos pacientes renales
sometidos a didlisis murieron de intoxicacion por substancias
hepatotéxicas segregadas por cianobacterias que habian desarrollado

densas floraciones en los embalses de agua (Reguera, 2002).
EXPOSICION ATRAVES DE LA INGESTA DE ALIMENTOS

Esta constituyen en una gran cantidad de organismos acuaticos
bioacumuladores de toxinas, que seran estudiados con mayor detalle en

el capitulo cuatro.
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MAREAS ROJAS

Los registros de intoxicaciones de seres humanos por consumo de peces y
mariscos 0 por contacto accidental con organismos marinos datan de la
antigledad. Se sostiene que probablemente el registro mas antiguo de los
efectos toxicos de microalgas aparece en el Antiguo Testamento (Exodo 7: 19-

21,

1

1491 a.C.), donde las aguas de Egipto se transformaron en “sangre’,
produciendo la muerte masiva de peces y su respectiva descomposicion en las

orillas (Reguera, 2003).

Suarez & Guzman (?7?), mencionan que la explicacion cientifica de estos
fenémenos esperé uno de los desarrollos técnicos mas importantes del milenio
pasado la invencién del microscopio dptico de Anthony van Leewenhoek, con el
cual se describe a los microorganismos marinos en 1676. Debieron pasar mas
de 200 afios de estudios descriptivos hasta que Alexander Von Humboldt
interesado en los trabajos de C. Ehrenberg, descubrié que las rocas de origen
marino como yesos y diatomitas estaban compuestos por cantidades
astronomicas de restos esqueléticos diminutos que en ese momento se

asociaron a organismos prehistéricos en miniatura (Reguera, 2003).

El naturalista Joseph Cooker en su expedicion a la Antartica en 1847,
examind aguas verdosas y residuos barrosos depositados sobre masas de hielo
y descubrié a las diatomeas, especulando que por su inmensa cantidad, “ellas
probablemente mantienen en los océanos polares, el balance entre los reinos
animal y vegetal que prevalecen sobre el planeta’. En 1847 el naturalista danés
A. S. Oersted confirma el anterior hallazgo y pronto se hace evidente la
presencia de microorganismos marinos en todos los cuerpos de aguas, incluidos

los de agua dulce, y su capacidad de proliferar en inmensas cantidades en



condiciones ambientales favorables. En 1887 Victor Hensen define el concepto
‘plancton” como “todo aquello que se mueve en el agua, arriba o abajo, muerto o
vivo®. Mas tarde el término fue restringido a los organismos marinos de pequeno
tamano, animales o vegetales, que viven en el agua y que por lo limitado de sus
mecanismos natatorios son acarreados por las mareas y corrientes (Reguera,

2003; Suarez & Guzman, ?7?).

Gomez (1996), menciona que los primeros conceptos que se tenia sobre la
formacion de las “mareas rojas” eran semejantes a los considerados para la
formacion de florecimientos o blooms, deduciendo que las “mareas rojas” eran
inducidas por los nutrientes, principalmente fosfatos: estos excedentes de
nutrientes se suministraban por las bocas de esteros, rios, principalmente
durante la época de lluvias, cuyos escurrimientos proveian el sustrato suficiente
para mantener la "marea roja"; también se considera a las surgencias que
acarrean importantes cantidades de nutrimentos a la superficie, dandose subitas

"explosiones" de fitoplancton (fig. 1A).

Las mareas rojas también fueron asociadas a los vientos y lluvias, ya que
los vientos generaban surgencias en las regiones costeras, |0 que representa un
elemento esencial en la proliferacion del plancton. Las lluvias, por su parte,
arrastran elementos importantes en los mecanismos de disparo de las “mareas
rojas", como el fierro. Las investigaciones demostraron que habia un crecimiento
normal (1 div. x dia™’) mas que una "explosion masiva", y que esto se deberia

referir en términos de concentracion (fig. 1 B).
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Fig. 1. Conceptos histéricos sobre el desarrollo de mareas rojas. A)
nutrientes = marea roja. B) nutrientes (soporte y mantenimiento) +
corrientes (concentracién) = marea roja.

El concepto mas reciente de la dinamica de las mareas rojas para
dinoflagelados se debe principalmente a las investigaciones hechas por
Steidinger (1975 — 1983), quién identificd una serie de fases o etapas
comunes en la mayoria de los eventos de mareas rojas, llegando a integrar
los diferentes elementos que influyen de manera coadyuvante en la
formacién de las mareas rojas. Esto implica un fendmeno ciclico, dividido
en cuatro fases (fig. 2): iniciacion, crecimiento, concentracién y dispersion
(circulo central). De estas etapas, la mas conocida es la tercera o de
concentracion, debido a que es la unica reconocida visualmente porque imprime
la discoloracion del agua. La informacion que se presenta es de una marea roja
por dinoflagelados, no llegando a generalizarse para todos los eventos de marea

roja (Gomez, 1996).
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Fig. 2. Concepto actual de marea roja por dinoflagelados segun
Steidinger, involucra cuatro fases de desarrolio (circulo central).
Factores fisicoquimicos (circulo medio) y transporte ciclico:
bentos-plancton-bentos (circulo externo).

Fase de iniciacién. Implica la existencia de un "lecho de quistes" de
resistencia en la fase béntica; ademas se considera que todos los dinoflagelados
de tipo neritico — estuarino presentan en su ciclo de vida un estadio planocigoto
(dinoquiste con movimiento) o hipnocigoto (dinoquiste sin movimiento y cubierta
de resistencia); siendo ambos estados celulares diploides (2N) (Gémez, 1996).
Suarez & Guzman (??), mencionan que deben de existir condiciones apropiadas
de temperatura, salinidad, luminosidad y algunos elementos que actuan en los

mecanismos de disparo como el nitrogeno, fosforo, fierro, magnesio y vit. Biz.
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Fase de crecimiento. Es la considerada como de "soporte vy
mantenimiento”, debido a que son los nutrientes las sustancias basicas para
mantener la poblacién de la "marea roja". La permanencia de la "marea roja"
sera proporcional a la cantidad de nutrimentos disponibles en el ambiente como
son las concentraciones de fosforo y nitrégeno (Buschmann, 2005). Goémez
(1996), hace mencién que la existencia de acido humico y fulvico favorecen el
crecimiento de los dinoflagelados (fig. 2). Suarez & Guzman (??), consideran que
la tasa de crecimiento es "normal" (1div. x dia”), en la especie dominante de la
marea roja sin embargo, ésta puede llegar a 2 div. x dia™, si es que los vientos son
suaves 0 estan ausentes, asi como la presencia de una marcada estratificacion de las
comientes de agua. A estas dos primeras fases le son comunes los factores de
temperatura, salinidad e intensidad luminosa, para la sustentacion de la marea

roja.

Fase de concentracién. Es la mas conocida por ser la unica visible del
fendmeno y es donde recae la mayoria de las investigaciones. Aqui es donde
se alcanza la maxima densidad de la especie dominante de la marea roja,
supeditada por los factores ambientales y el soporte de nutrientes, que es lo
que permitird su prolongada o efimera existencia (Suarez & Guzman, ?77).
También permitira su extension en espacio coadyuvado por el sistema de
circulacién imperante en el area o region. La evaluacion de la densidad celular y
el tiempo que permanece la marea roja en determinada area, varia con las
diferentes especies (fig. 3), abarcando desde 5 x 10° cél. I hasta 5 x 10’

cél. I'" (Reguera, 2002; Scogins, 1998).
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Fig. 3. Rango de concentraciones celulares de microalgas planctonicas
téxicas dentro de los cuales se manifiesta la presencia de toxinas
en los bivalvos.

Fase de dispersion. Es la menos conocida y parece ser que los mismos
factores fisicos que la concentran también la abaten o diluyen. En esta
etapa muchos dinoflagelados entran en una fase de vida inmovil (quistes), muy
resistentes posiblemente por los factores climaticos adversos. Los dinoquistes
van al fondo para formar un "lecho de quistes” latentes que reiniciara en un
futuro una nueva marea roja (Suarez & Guzman, ??). Estas dos ultimas etapas
(fig. 2), tienen en comun los procesos fisicos de concentracion, circulacion de
Langmuir, sistemas frontales o bien la migracion vertical en zonas o frentes que

delimitan espacios de surgencias (Gomez, 1996).

Las mareas rojas si causan dafo, se les considera como floraciones de
algas nocivas (FAN) y éstas estan dadas por un grupo poco numeroso de
especies de microalgas. En estas FAN se ha observado la participacion de tan
solo unas 80 especies de alrededor de las 4000 conocidas. Entre los principales

organismos causantes se encuentran dinoflagelados, diatomeas vy
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cianobacterias. Estas especies producen en su metabolismo compuestos

quimicos de muy alta toxicidad denominados ficotoxinas (Suarez & Guzman, ?7?).

El registro mas antiguo de intoxicacion por toxinas marinas data en Japon
en el ano de 1976, en la que muchas personas sufrieron problemas de
intoxicacion, causada por una toxina que origind diarrea en los seres humanos
(Reguera, 2003). En el afio de 1987, se suscitd en las islas de Principe Eduardo
de Canad4, una gran intoxicacion producto de una toxina conocida como toxina
amnésica del marisco que causo la muerte de tres personas y mas de cien
personas con intoxicacion aguda por consumo de mejillones Mytullis edulis (San

Millan & Ibanez, 1981).

Desde estos primeros registros que se dieron en Europa se han venido
incrementando las FANs a nivel mundial, siendo mayores durante las dos ultimas
décadas, la frecuencia, intensidad y distribucion geografica de las floraciones de
algas perjudiciales (fig. 4), asi como la de los compuestos toxicos presentes en la

cadena alimentaria marina (FAO, 2005).

Se han ofrecido diferentes explicaciones para el incremento de las FAN,
sefialandose entre otras, el mayor conocimiento a nivel cientifico de las especies
de algas toxicas, una mayor utilizacion de las aguas costeras en acuicultura, la
transferencia de mariscos de una zona a otra, la eurotroficacion cultural por
aguas domésticas, industriales y de desechos agricolas, mayor movilidad de las
sustancias humicas y los metales traza desde el suelo por deforestacion y/o
precipitaciones acidas (lluvia acida), y condiciones climaticas poco comunes

(Hallegraeff & Hara, 1995).
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Tomado de Chavez er al. (2005).

Fig. 4. Distribucion de las diferentes FAN a nivel mundial en las dltimas
décadas.
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Reguera (2003) sostiene, que para determinar si la marea roja es toxica se
debe de monitorear la toxicidad en los moluscos bivalvos, en las microalgas de la
zona y también los moluscos en los medios de cultivo, llegando a plantear el

esquema que se muestra en la figura 5 para encontrar el perfil de la toxina.

Buschmann (2005), menciona algunos estudios realizados (tabla 3) por
diferentes autores en los que se observan los efectos de la eutrofizacion en la
formacion de FAN a nivel mundial. Hoy en dia se esta realizando la vigilancia de
las diferentes especies toxicas de algas tales como dinoflagelados y cianofitas en

diversas zonas costeras del mundo como en Europa, Japén, USA, etc.

Los compuestos producidos por las FAN, en su mayoria son resistentes al
calor de la coccion habitual y pueden interferir, en muy bajas concentraciones,
con procesos fisiolégicos normales como la conduccion de los impulsos
nerviosos, la absorcion de agua y de alimentos en el intestino o el procesamiento
de la memoria (Buenadicha, 2006). De acuerdo a sus efectos tOxicos estos
compuestos se han clasificado como: intoxicacion paralizante por moluscos
(PSP), intoxicacion diarreica por moluscos (DSP), intoxicacion neurotoxica por
moluscos (NSP) e intoxicacion amnésica por moluscos (ASP) (Fermandez et al.,
2002). La PSP y la DSP pueden presentarse en Europa, mientras que la NSP y
ASP se producen normalmente en el continente americano, Golfo de México y
Canada. La PSP produce sintomatologia principalmente nerviosa, siendo una
intoxicacion con una elevada mortalidad. La DSP es una intoxicacion leve que
causa una sintomatologia gastrointestinal, mientras que la ASP y NSP producen

sintomas gastroentéricos y nerviosos (Correa, 2006).
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Tabla 3. Estudios de los efectos de la eutrofizacion en la formacion y

aumento de las mareas rojas en todo el mundo.

GRUPO OBSERVACION
TAXONOMICO | (CAUSAS)FAN Lol REEERFENGUA
Hallegraf (2003)
.y Europa Villa et al. (2001)
APe"‘”‘f‘F o Iy Norte América Molinet et al.
dispersion Japon (2003)
RN INP: gaogrfica debido Sudeste Asiatico Cérdova et al.
al transporte de ok
LiStes Sur América (2003)
q Mediterraneo Sebastian (2005)
Smayda (1990)
Parsons et al.
Pseudo-niztschia Aumento de - 5 (2002)
spp. nitratos Costade Lodisiana Turner & Rabalais
(1991)
: : Aumento
Pseudo-niztschia SoncenIrasicnas P — Kudela et al.
spp. deNyP (2002)
; Carga de Rousseau et al.
Phaeocystis spp. - Mar del Norte (2002)
: : Carga de Costas y bahias de Ferrao (2002)
Clanouacianas nutrientes Brasil Filho et al. (2002)
Aumento .
: . . Lukatelich &
Nodularia spp. concentraciones Australia
deNyP. McComb (1986)
Aumento
Pfisteria spp. concentraciones Carolina del norte Blkalder &
Glasgow (1997)
deNyP
Aumento s Bodeman (1993)
FAN concentraciones :\Ac;?ﬁl‘;:orglorte. Moncheva et al.
deNyP 9 (2001)
Aumento
FAN concentraciones Laboratorio /(ﬂ;r;c;g)s et
de N/P y P/Si.
Aumento
FAN concentraciones Laboratorio Trell et al. (1997)
deNyP

Adaptado de Buschmann (2005).
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Reguera (2002), menciona que las mareas rojas en el Cono Sur Americano,
al igual que en otras regiones del mundo, se han citado al menos desde la época
de las grandes campafas oceanograficas del siglo XIX. Avaria (1979), en su
revision de episodios en las costas chilenas, cita las observaciones de Charles
Darwin, quién a bordo del B.O. “Beagle”, observé franjas de agua color fango.
Hoy sabemos que los frentes marinos, las de circulacion de Langmuir y otras
zonas de convergencias constituyen lugares optimos para la acumulacion de
organismos planctonicos nadadores que de esta forma originan manchas y
franjas que colorean el mar. Por ello, abundan las citas de manchas de
dinoflagelados (Prorocentrum micans, Noctiluca spp.) y ciliados (Mesodinium
rubrum) observadas durante campafas oceanograficas en la region de
afloramiento (surgencia) del Peru y norte de Chile, y en zonas frontales de la
plataforma Argentina. No existen pruebas de que estas mareas rojas fueran
toxicas, pero en ocasiones se han asociado con peces muertos (por causas

desconocidas) en playas de la region del Callao (Peru).

En la tabla 4, se presenta una lista de las principales especies de
microalgas nocivas en el Cono Sur. Estas especies han sido identificadas, en
algunos casos, como los agentes inequivocos de los eventos toxicos. En otros
casos, su proliferacion ha sido asociada con la ocurrencia de un evento toxico,
pero queda pendiente la demostracion inequivoca de su toxicidad tras el
aislamiento de las cepas, establecimiento de cultivos monoalgales y posterior

analisis de los extractos celulares (Reguera, 2002).
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Tabla 4. Principales especies microalgales asociadas con la aparicion de
eventos téxicos en el Cono Sur Americano.

TOXINAS ESPECIE DISTRIBUCION COMENTARIOS
! Sur de Chile Principal agente de episodios de
Af:gr;cgf’gm (Regiones X-XII). PSP en Chile. Causante de
Canal de Beagle. victimas humanas.
Argentina (costa £ o
Alexandrium Marplatense y I:\nncut)'a] ag'j'nte d= g i ‘in
tamarens. Patagonia) y IYONLNG, y LIUgUaY. L-aUSHINE
PSP de victimas humanas.
Uruguay.
; Sur de Brasil, Sospechoso de causar episodios
Af’r?;:fc%;n estuario de La PSP en Uruguay. Toxicidad no
Plata. demostrada.
Gymnodinium ﬁ:ﬁ;ja?rﬁ':i 5 035 Agente de episodios moderados
catenatum Argentina. de PSP en Uruguay y Argentina.
. ; Regioén de los Principal agente de DSP en
Dinaphysis cita fiordos chilenos. Chile.
Asociado con episodios de DSP
DSP Dinophysis en Uruguay, y con presencia de
acuminata Todo el cono sur. toxinas diarreicas en Brasil y
norte de Argentina.
: : . Asociado con presencia de
Dg;cz’%ha{:;s 3:,'& dueaBraSIl. toxinas diarreicas en Brasil y
guay. Uruguay.
R - Agente de episodios ASP en
Psetg{girgg:cma gh'fni’i::ne de Chile, asociado con presencia de
ASP 9 ) toxinas ASP en Argentina.
P. pseudode Toxinas detectadas en cultivos de
licatissima Taduglcone Bur. cepas chilenas.
Heterosigma
akashiwo ] - Muertes masivas de salmones en
Mortalidad de |  Karenia cf oS aiena. | ey,
organismos mikimotoi
FARSIS Fibrocapsa
japonica Sur de Brasil. Mortandad de peces.
Aguas
Microcystis continentales y Muertes humanas. Intoxicaciones
aeruginosa lagunas costeras | de organismos mannos.
Microsistinas y de Brasil.
Hepatotoxinas
Synechocystis .
Scualis Sur de Brasil. Mortandad de peces.

Fuente: Reguera (2002).
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Suarez & Guzman (??) mencionan que en Chile se presentan 2000 casos
de intoxicaciones humanas al afio, con una mortandad asociada del 15%; las
que frecuentemente son causadas por dinoflagelados (tabla 5). Debido a la gran
cantidad de intoxicaciones que presenta Chile, en nuestro pais se debe de
implementar monitoreos rigurosos de las FAN, como medidas preventivas de

posibles intoxicaciones.

La informacion sobre mareas rojas en el litoral peruano, se registré por
primera vez en el afo de 1828 en la zona del Callao. Estas tienden a ser
catalogadas como inocuas, es decir no toxicas, pero llegan a producir efectos
negativos como la mortandad de los organismos filtradores por obstruccion y

darfo de las branquias por la alta densidad celular (Vera et al., 1999).

Los laboratorios costeros de IMARPE situados en Pisco, Huacho,
Chimbote, Santa Rosa y Paita monitorean e indican un incremento en la
frecuencia de las mareas rojas en gran parte de la costa peruana (Sanchez,
2007), encontrandose siempre el dinoflagelado Gymnodinium sanguineum
(Akashiwo sanguinea) en concentraciones de hasta 18 x 10° cél. I''. Esta especie
también se registra en Chérrepe — Lambayeque, Pisco y Callao (IMARPE, 2006;
IMARPE; 2007; ITP, 2006; ITP, 2007), no llegando a encontrarse actividad toxica

PSP en microalgas; como si ocurre en nuestro pais vecino de Chile.
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Tabla 5. Sindromes de intoxicaciones causadas por toxinas marinas en Chile.

INTOXICACION

VENENO PARALIZANTE
DE LOS MARISCOS (VPM)

VENENO DIARREICO DE
LOS MARISCOS (VDM)

VENENO AMNESICO DE
LOS MARISCOS (VAM)

VENENO NEUROTOXICO
DE LOS MARISCOS (VNM)

Organismo causante (en
Chile).

Dinoflagelados pelagicos (4.
catenella).

Dinoflagelados peldgicos
(Dinophysis acuta).

Diatomeas (Pseudonitschia).

Dinoflagelados pelagicos o
bénticos.

Transvector principal (en

Chile) Mariscos. Mariscos. Mariscos. Mariscos.
R ; Mundial, aguas templadas y ! : Canada, Noroeste de USA, sur Golfo de México y Nueva
Distribucién geografica. tropicales. Mundial, aguas templadas. dé Chile. Zelanda,
To?: inas principales Saxitoxinas (22+). Acido okadaico y derivados Acido domoico (3+). Brevetoxinas (10+).
(niimero). (8+).
Bloqueadores de canales de Aganisth de feceptores de
Accion fisiologica. sogi(i) Inhibicion de proteina fosfatasas. | glutamato del sistema nervioso Activador de canales de sodio.
. central.
Tiempo de incubacion. 2-60 min. Horas. Horas, 30 min. a3 h.
Duracion, 48 horas. Dias. Afios, 48 horas.

Sintomas agudos.

Parestesias, depresion
respiratoria y cardiaca, paralisis
progresiva, coma, muerte,

Diarrea, nausea, vomitos, no
letal.

Nduseas, diarrea, vomitos,
parestesias, depresion
respiratoria, perdida de la
memoria.

Nausea, vomitos, diarrea,
broncoconstriccion, baja de
presion.

Sintomas cronicos. No tiene. No se conocen. Pérdida de la memoria. No tiene.

Tasa de mortalidad. 1-14 % 0% 3% 0%

Diagbarico Sin'tomas (?linicos, bioensayos, Sinloma; clin'icc.)s_. bioensayos. Sin_{omas clinicos, Sintomas clinicos, bioensayos,
radioensayos, HPLC-FD. ensayo bioquimico HPLC-FD. radioensayo, HPLC-UV., test ELISA.

Terapia. Apoyo respiratorio, diuréticos. Apoyo. hidratacion. Apoyo respiratorio. Apoyo.

Prevencién. Vigilancia, vedas cautelares, Vigilancia, vedas cautelares, Vigilancia, vedas cautelares, Vigilancia, vedas cautelares,

difusion.

difusion.

difusion.

difusion.

Adaptado de Suarez & Guzman (77).




Otros eventos muy puntuales se han observado en las bahias de Paita y El
Ferrol. El organismo responsable en la primera bahia fue el dinoflagelado
Ceratium furca asociado a Protoperidinium crassipes, Dinophysis acuminata, C.
dens, C. fusus, Protoperidinium longispinum y la diatomea Pseudo-nitzschia cf.
delicatissima. Mientras que en la segunda bahia fue Ceratium dens asociado a
C. tripos, C. furca y Dinophysis caudata, entre otros (Sanchez, 2007). A todo
esto se debe tener cuidado con las descargas producto de las actividades
humanas no controladas ya que éstas pueden incrementar la frecuencia de las
FAN gue se presentan normalmente en el Peru, ya que es solo cuestion de
tiempo para que se susciten ofras intoxicaciones a las que normalmente
tenemos, siendo la mas comun la intoxicacion diarreica del marisco (DSP)

(Anonimo 2001; IMARPE, 2005; IMARPE, 2007; Sanchez, 2007).

En el Peru los analisis de los productos hidrobioldgicos estan a cargo del
Instituto Tecnolégico Pesquera quienes controlan los limites permisibles de las
biotoxinas en los productos de origen marino, basados en el Reglamento del
Parlamento Europeo y del Consejo (CE) N° 853/2004 (Tabla 6), quién establece
las normas especificas de higiene en los productos alimenticios de origen animal,

llegando a garantizar un elevado nivel de proteccion a los consumidores.

Tabla6. Valores maximos de concentracion de toxinas segun el
Reglamento del Parlamento Europeo y del Consejo N° 853/ 2004.

TOXINAS CONCENTRACION
PSP 80 ug 100 g de Satitoxina
DSP 16 ug 100 g de Ac. Okadaico
YTX 100 mg 100 g™
ASP 2mg g’ Ac. Domoico

Fuente: Reglamento (CE) del Parlamento Europeo v del Consejo (2004)
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En el Peru la Resolucion Ministerial N° 730 — 2003 — SA/DM establece los
limites permisibles de biotoxinas en los moluscos a exportar (tabla 7). Asimismo
el Instituto Tecnologico Pesquero del Peru (ITP), por medio del Programa Control
de Moluscos Bivalvos Vivos del Servicio Nacional de Sanidad Pesquera del ITP
(SANIPES - ITP), con apoyo del Instituto del Mar del Peru (IMARPE), se
encargan de monitorear las aguas costeras con concesiones para la maricultura
con una periodicidad quincenal; los datos obtenidos son reportados de forma
cuantitativa y las especies mas dominantes de microalgas existentes en los

cuerpos de agua marinos.

Tabla 7. Valores maximos de concentracion de biotoxinas segun
Resolucion Ministerial N° 730 — 2003 — SA/DM.

TOXINAS CONCENTRACION
PSP 80 ng 100 g™ de Satitoxina
DSP Ausencia
YTX Ausencia
ASP 2mg 100 g"' Ac. Domoico

Fuente: Resolucion Ministerial 730 — 2003 — SA/DM.
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CLASIFICACION DE BIOTOXINAS MARINAS

La intoxicacion por consumo de mariscos es causada por un grupo de
toxinas elaboradas por algas plancténicas (dinoflagelados) que en la mayoria de
casos constituyen parte de la alimentacién de los moluscos bivalvos que se
nutren por filtracién, como mejillones, ostras o vieiras. La toxina se acumula en la
fraccion comestible de éstos, con el problema adicional de que pueden persistir

al proceso de depuracion de los moluscos (Fernandez et al., 2002).

Las toxinas generadas por dinoflagelados (ficotoxinas) son compuestos
quimicos que en comparacion con ofras toxinas naturales son de bajo peso
molecular, de naturaleza no proteica muy estables al calor; debido a esto los
procesos de coccion, ahumado, secado y salado no las destruyen (Suarez,

2004).

Las ficotoxinas comprenden un amplio espectro de sustancias de estructura
molecular, mecanismos de accién y actividad biolégica muy diversa. Los
sindromes asociados a la acumulacion de estas ficotoxinas son: la intoxicacion
paralizante por moluscos (PSP), intoxicacion diarreica por moluscos (DSP),
intoxicacion neurotdxica por moluscos (NSP) e intoxicacién amnésica por

moluscos (ASP) (FAO, 2005; Fernandez & Diégenes, ??; Hernandez, 1996).

41. TOXINA AMNESICA DE MOLUSCO (ASP: “AMNESIC SHELLFISH

POISONING”)

La intoxicacion amnésica por mariscos (ASP) fue reconocida por primera
vez en 1987 en la Isla Principe Eduardo (Canada), en donde causo tres
muertes y mas de cien casos de intoxicacion aguda en seres humanos

por la ingestion de cholgas (Mytulis edulis). Entre los sintomas se incluian:
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nauseas, vomitos, desorientacion y pérdida de la memoria a corto plazo
(amnesia), de lo cual deriva su nombre (Fernandez & Didgenes, 77,

Hernandez, 1996).

La amnesia no se manifiesta en todos los casos, por lo cual también es
conocida como intoxicacion por acido domoico (ASP). Es el acido
domoico (DA), la biotoxina causante del envenenamiento y es producida

por ciertas especies de diatomeas (Correa, 2006).

En la actualidad, el Reglamento Internacional (CE) N° 853/2004,
establece el limite de 20 mg de DA por kg de tejido de molusco (cuerpo

entero o cualquier parte consumible por separado).
a. Estructura quimica y propiedades

El DA, un amino acido que, en su estado puro, aparece como
cristales incoloros en forma de agujas. Es soluble en agua, &cidos
minerales diluidos en disoluciones de hidréoxidos alcalinos;
ligeramente soluble en metanol y etanol e insoluble en éter de

petroleo y benceno (FAO, 2005).

Compuesto natural perteneciente a la categoria de los cainoides
aislados de diversas fuentes marinas, incluidas las macro vy
microalgas. El DA es un amino acido cristalino, que puede purificarse
por diversos métodos cromatograficos y su deteccion se facilita por
espectroscopia UV por poseer un croméforo fuerte (Correa, 2006).

Originalmente el DA fue descubierto como un producto de una

D.L.@em
}lYDQuUHENTAUON

31



Eduardo fue la diatomea Pseudonitzschia (antes Nitzschia) pungens
forma multiseries. El DA es una potente neurotoxina, que se une a
proteinas receptoras especificas en las neuronas, causando su
despolarizacion continuada hasta la ruptura celular (Wright &

Quilliam, 1995).

La investigacion de los cainoides presentes en Chondria armata
resultd en el descubrimiento, en cantidades pequenas, de los
isdbmeros geométricos del acido isodomoico A, B y C (fig. 6), asi
como de domoilactonas (FAO, 2005). Ninguno de estos isomeros,
encontrados en algas, se detectd en extractos de plancton o de tejido
de mariscos (Buenadicha, 2006), sin embargo, se aislaron otros tres
isémeros geomeétricos (acido isodomoico D, E y F) y el diastereomero
C5' tanto de células de plancton como de tejido de mariscos (FAQO,

2005; Yasumoto et al., 2001).

Los isébmeros geométricos (acido isodomoico D, E y F), se pueden
preparar en el laboratorio exponiendo brevemente soluciones
diluidas a luz UV, siendo por tanto considerados como productos de
novo del plancton (Suadrez, 2004). Los estudios farmacologicos
indican que estos fotoisdomeros se unen menos fuertemente con las
proteinas receptoras del cainato que el propio DA. El calentamiento
acelera la formacién del diastoisomero C5, que posee casi la misma
capacidad de unién con el receptor cainato que el propio DA
Estudios hechos por Zaman (in FAO, 2005) informaron acerca de
dos nuevos isomeros de DA del alga roja Chondria armata, el acido

isodomoico G y H (fig. 6).
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Fig. 6. Estructura quimica del acido domdico y sus isomeros.
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Organismos y condiciones favorables

El DA fue aislado originalmente en la década de los anos 1950 de la
macroalga roja Chondria armata. Dos décadas mas tarde, fue
detectado en la macroalga roja del Mediterraneo Alsidium corallinum

y en la diatomea Amphora coffaeformis (FAQO, 2005).

Se supuso que el origen del DA, en el primer incidente con ASP de
1987 en las Isla Principe Eduardo fue la macroalga roja Chondria
armata. No obstante, la diatomea Pseudo-nitzschia pungens f.
multiseries fue senalada como productora del DA y la culpable del
brote de intoxicacion en los humanos, ya que se determind que las
“cholgas” de los cultivos de Mytilus edulis se hallaban contaminados
con fragmentos identificables de Pseudo-nitzschia pungens f.
multiseries, lo que causo la muerte de tres personas en la isla

(Correa, 2006).

Desde el primer incidente con ASP en Canada, se ha estudiado
intensamente la ecologia de P. pungens f. multiseries (Buenadicha,
2006). Aunque se ha informado que este organismo es dominante a
temperaturas mas frias; sin embargo, es capaz de sobrevivir hasta
30° C, aunque su rango oOptimo esta entre las temperaturas de
15 — 20° C (FAO, 2005). Sin embargo, se ha observado floraciones
mono — especificas de P. pungens f. multiseries a fines de otofo o
en invierno, con bajas temperaturas prevalentes del agua (-1 a 3°C).
Como la temperatura 6ptima de crecimiento es muy superior a ésta,
es evidente que otros factores han de haber iniciado el desarrollo de

las floraciones (FAQ, 2005).
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Distribucion
Pseudo-nitzschia son diatomeas ampliamente distribuidas y segun

los estudio realizados por Hasle & Fryxell (1995 in FAO, 2005) es la

siguiente:
P. multiseries:

Atlantico: aguas de Canada, USA, México, Europa, Africa y Sur

América (Argentina).

Pacifico: aguas de California, aguas costeras de Penn Cove,

Washington (USA), nordeste de Asia, Japon y Gran Bretana.
P. australis

Atléntico: aguas costeras de Espafia, Portugal, Africa del Suroeste y

Argentina.

Pacifico: aguas costeras de Peru, Chile, Nueva Zelanda, México
(Golfo de California), costa oeste de América del Norte, desde San

Diego (California) a Puget Sound, Washington, Columbia Britanica.
P. delicatissima

Atlantico: aguas costeras de Noruega, aguas danesas, Skagerrak,
Africa del noroeste, Rhode Island y Argentina y aguas costeras de

USA.
Pacifico: California.
P. pungens

Atlantico: aguas costeras de Argentina y aguas costeras de USA

(Louisiana).



Pacifico: aguas costeras de USA (Penn Cove, Washington)

México (Golfo de California) Aguas costeras de Nueva Zelanda.

P. seriata

Mar de Barents, Mar Noruego, Mar del Norte, aguas costeras
noruegas, Skagerrak, bahia de Kiel, Canal de la Mancha,
Groenlandia hasta Terranova, Alaska, Islas Britanicas y las aguas

costeras de Argentina.
d. Impactos causados en la maricultura

Los impactos causados en la maricultura se presentan en diferentes

partes del mundo, registrandose las mas importantes en la tabla 6.

Tabla 8. Impactos de las toxinas ASP en algunos paises del mundo y sus
consecuencias en la maricultura.

- ORGANISMOS EN
PAISES ANOS CULTIVO CONSECUENCIAS
ifianda 2002 Almejas N|velgs altos de toxinas en los
organismos.
1995 Almejas Prohibicién de las cosechas en
Espafia algunas zonas de cultivo.
P 2000 - 2002 Moluscos Cierre de las zonas de
produccion.
Incremento sostenido de
Chile 1997 - 2001 MoRiEERE toxinas en los moluscos sin
casos de intoxicacion.

Adaptado de FAQ (2003)




Toxicidad de las toxinas ASP

Se conoce el mecanismo de accion del DA en receptores de amino
acidos excitables y en la transmision sinaptica. Los aminos acidos
excitables son el L—glutamato y L—aspartato, estos son considerados
desde hace tiempo como los neurotransmisores mas probables en
las células. Se sabe que actian sobre varios tipos de receptores y
los mejor caracterizados reciben los nombres de los estimulantes
exogenos selectivos como el Nmetil-D—aspartato (NMDA), cainato y

quisqualato (Ardilla, 2001; Correa, 2006; Suarez, 2004).

El DA es un andlogo de glutamato que se une con alta afinidad a los
receptores glutamato en las células. El glutamato y una subclase de
NMDA abren los canales de membrana permeables al Na+,
resultando en la entrada del Na+ y la despolarizacion de la
membrana. Los canales abiertos por el receptor NMDA accesible al
cainato, quisqualato y al DA, son altamente permeable al Ca’+ e
inducen la entrada del Ca®+ a la célula, causandole efectos letales
(Sudrez, 2004). La accion sobre los receptores NMDA pueden
antagonizarse selectivamente mediante concentraciones
micromoleculares de iones magnesio y por medio de antagonistas
organicos como el D-2-amino-5-fosfonovalerato (APV) y anestésicos

disociativos, como la fenciclidina (Ardilla, 2001; FAO, 2005).

El acido cinurénico, administrado intraperitonealmente a ratones,
resultd un protector poderoso y significativo contra la neurotoxicidad
inducida con extractos de mejillén contaminados con ASP (FAO,

2005). Se ha considerado su uso como antidoto, para la intoxicacion
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4.2,

con domoato, de posibles drogas que bloqueen el receptor sensible
al domoato. El DA es un neuroexcitante dos a tres veces mas
potente que el acido cainico, con el que esta estructuralmente
relacionado y es hasta 100 veces mas potente que el acido
glutamico. Es posible un efecto sinérgico entre el DA y otros amino
acidos neurotoxicos habitualmente presentes en los mejillones

(Correa, 2006).

El DA tiene dos blancos primarios en el sistema nervioso central, la
formacién hipocampal y sus regiones asociadas involucradas en los
procesos de la memoria y la regién peduncular del area postrema y
nucleo del tracto solitario asociado con la funcion visceral (FAO,

2005).

TOXINA DIARREICA DE MOLUSCO (DSP: “DIARRHETIC SHELLFISH

POISONING”)

La Intoxicacion Diarreica por Mariscos (DSP) se da por compuestos
liposolubles que se acumulan en los tejidos adiposos de los bivalvos,
como mejillones, vieiras, ostras y almejas. La ingestion de estos mariscos
contaminados por acumulacion de toxinas causa la intoxicacion en el ser
humano, cuyos sintomas incluyen diarrea, nauseas, vomitos y dolores
abdominales. Los sintomas aparecen entre 30 minutos y algunas horas
luego de la ingestion, siendo la recuperacion completa dentro de los tres

dias siguientes (Buenadicha, 2006).

Las toxinas DSP segun Suarez (2004), se clasifican segun su estructura

quimica en tres grupos; el primer grupo incluye las toxinas acidas e
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incluye el acido okadaico (AQO) y sus derivados, las dinofisistoxinas (DTX),
el segundo grupo incluye las toxinas neutras y compuestos tipo poliéter
lactona del grupo de las pectenotoxinas (PTX); y el tercero incluye los

poliéteres sulfatados y sus derivados, las yesotoxinas (YTX).

Los productores de toxinas DSP son, generalmente, los dinoflagelados
del género Dinophysis, aungue también se determindé que el género
Prorocentrum también produce toxinas DSP. La produccion de toxinas
DSP varia considerablemente segun la especie de dinoflagelado (fig. 3) y
los morfotipos estacionales y regionales dentro de una misma especie.
También se observé que la cantidad de células de dinoflagelado por litro,
necesaria para contaminar los mariscos es variable. Las areas mas
afectadas parecen ser Europa y Japdn, aunque, se observa una
tendencia creciente en la incidencia de las DSP, o al menos en la
presencia de toxinas DSP, ya que con frecuencia se informa de algas
productoras de toxinas DSP y de bivalvos téxicos en zonas nuevas (FAQ,

2005).

Segun el Reglamento (CE) N° 853/2004 del Parlamento Europeo no se
consideran aptos para el consumo humano los mariscos que contienen,
las dinofisistoxinas y las pectenotoxinas, en mas de 160 mg, con relacién
al equivalentes de AO por Kg (el cuerpo entero o cualquier parte

consumible por separado) o 1 mg de equivalente de yesotoxina por Kg.
a. Estructura quimica y propiedades

Todas las toxinas DSP son poliéteres termoestables lip&filos,

aisladas de distintas especies de mariscos y de dinoflagelados. Si
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bien la diarrea es el sintoma de intoxicacibn mas caracteristico,
existen muchos otros que parecen importantes ya que algunas de
las toxinas del complejo DSP (por ejemplo, las PTX e YTX) no
producen tipo alguno de diarrea (FAO, 2005). Estudios realizados
por Quilliam (2003), mencionan que en una segunda evaluacion de
su toxicidad estos dos ultimos estarian eliminados del grupo de las
toxinas DSP. Los distintos tipos quimicos de toxinas asociados al

sindrome DSP incluyen:

1) El primer grupo de toxinas acidas, formado por varios compuestos
lipofilos que se acumulan en el tejido adiposo de los mariscos: el
acido okadaico (AQ) y sus derivados, las dinofisistoxinas las toxinas
DTX1, DTX2 y DTX3 (fig. 7). Estos compuestos son potentes
inhibidores de la fosfatasa, relacionada con la inflamaciéon del tracto
intestinal y la diarrea en los seres humanos; ensayos en el
laboratorio con animales indican que el AO y la DTX1 son también

tumorogénicos (FAO, 2005).

La DTX1 se detectd por primera vez en Japdn, en la especie
Dinophysis fortii, y la DTX2 se identific6 en mariscos de Irlanda
durante un episodio de DSP. La DTX2 también se aisl6 a partir de la
biomasa del fitoplancton marino, formado principalmente por
Dinophysis acuta (James et al., 1999). De extracto de mejillones
irlandeses se aisld e identificd un nuevo isomero de la DTX2,
denominado DTX2B. En un principio, la denominacion DTX3
describia a un grupo de derivados de las toxinas DSP en los que el

grupo 7-OH de la DTX1 estaba unido a grupos de acidos grasos
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saturados o insaturados, sin embargo, recientemente se determind
gue cualquiera de las toxinas progenitoras, es decir el AO, la DTX1y
la DTX2, pueden estar unidas con una serie de acidos grasos,

saturados e insaturados, desde el C14 al C18 (FAO, 2005; Wright,

1995).
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Fig. 7.

Estructura quimica del acido okadaico, y el de las dinofisistoxinas.

2) El segundo grupo de toxinas las neutras, esta compuesto por
lactonas poliéter del grupo de las pectenotoxinas (toxinas PTX). A la
fecha se han aislado diez toxinas PTX y seis de ellas las PTX1, -2, -
3, -4, 6 y —7 (fig. 8), se han identificado quimicamente. La PTX2
(PTX2, CH3) solo se ha detectado en la microalga Dinophysis forti,
que se le encuentra en Japon y Europa. Estas pectenotoxinas nunca
se han encontrado en los mariscos, por lo que se cree que se oxidan
en el hepatopancreas de los mariscos y produce otras toxinas PTX

como las PTX1 — CH20H; PTX3 — CHO; PTX6 — COOH (Correa,

2006; Suarez, 2004).
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Fig. 8. Estructura quimica de las pectenotoxinas.

3) El tercer grupo comprende un compuesto sulfatado denominado
yesotoxina (YTX), un poliéter tipo brevetoxina y su derivado la 45 —
hidroxiyesotoxina 45-OH-YTX (fig. 9). La yesotoxina se aislé por
primera vez en Japén, a partir de los érganos digestivos de vieiras,
Patinopecten yessoensis y se cree que es producida por las
microalgas. La yesotoxina no causa diarrea. En ratones se observo
que una administraciéon intraperitoneal de yesotoxina afecta el
musculo cardiaco, mientras que la yesotoxina desulfatada dana el

higado (Correa, 20086; Suarez, 2004).
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Trabajos realizados por Satake et al. (1999 in FAO, 2005) produjeron
el aislamiento de las YTX 45, 46, 47- trinoryesotoxina a partir de
células de cultivo de Protoceratium reticulatum, observandose que la
produccion de yesotoxinas en esta especie difiere segun la cepa.
Ciminiello et al. (1998 in FAQO, 2005) descubrid otro analogo nuevo
de la YTX, la adriatoxina (ATX), encontrandola en la glandula
digestiva de mejillones del mediterraneo infectados con DSP vy

recolectados en las costas italianas.

4) Una toxina nueva (C47H71NQO12), denominada provisoriamente
toxina-3 Killary o KT3 se aislé luego de una intoxicacion no explicada
en seres humanos, con sintomas tipo DSP, ocurrida en Irlanda en
1995 al ingerir mejillones de Killary. Esta toxina se denomind

azaspiracida (FAQ, 2005).
Organismos y condiciones favorables

Los productores de toxinas DSP son dinoflagelados de los géneros
Dinophysis y Prorocentrum. En condiciones ambientales favorables,

estas algas pueden reproducirse rapidamente y causar floraciones.

Viviani (1992), hace mencién a siete especies de Dinophysis que
producen las toxinas DSP, D. forti (en Japdn), D. acuminata
(Europa), D. acuta, D. norvegica (Escandinava), D. mitra, D.
rotundata y D. tripos, y los dinoflagelados bentonicos Prorocentrum
lima, Prorocentrum concavum (o0 P. maculosum) y Prorocentrum
redfieldi (Chile, Australia y Nueva Xelandia). Estudios realizados por

Hallegraeff & Hara (1995) indican que se sospecha de otras tres
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especies de Dinophysis, D. caudata, D. hastata y D. sacculus que
tambien producen las toxinas DSP. Las maximas concentraciones
de toxinas DSP se encontraron en floraciones ocurridas a principios
de primavera; los autores indican que, si bien la toxicidad de D.
sacculus es baja, la participacion de la especie en los eventos

nocivos en el Mediterraneo esta lejos de ser despreciable.

La produccién de toxinas varia considerablemente segun la especie
y segun los morfotipos regionales y estacionales de una misma
especie, por ejemplo en el norte de Japdén, D. fortii contiene altas
concentraciones de toxinas en marzo y junio, hecho asociado a una

importante acumulacién de toxinas en mariscos (FAO, 2005).

Las condiciones propicias para el desarrollo de los dinoflagelados
son la ausencia de diatomeas, aguas ricas en nitratos, con baja
presencia de silicatos y una temperatura entre 20 — 23° C (Correa,
2006).

Distribucion

La incidencia de DSP, presenta una tendencia creciente, lo que
puede atribuirse en parte, a un mejor conocimiento de la enfermedad
y a los programas de vigilancia que son mas eficaces en la
actualidad, registrandose con mayor frecuencia la presencia de
microalgas productoras de toxinas y moluscos contaminados con

toxinas en diferentes zonas del mundo (Buenadicha, 2006). La

distribucion conocida de las DSP incluye Japon, Europa, Chile,



Tailandia, Canada (Nueva Escocia) y probablemente Tasmania

(Australia) y Nueva Zelanda (Hallegraeff & Hara, 1995).

Los mariscos acumulan toxinas en cantidades suficientes como para
afectar al ser humano con tan soélo 200 células de Dinophysis por
litro. Se ha observado que en aguas holandesas del Mar de
Wadden, solo se asociaron con DSP las floraciones que cuentan con

mas de 20 000 cél. I" (FAO, 2005).

En aguas del Atlantico, en Europa, se observaron otras especies de
dinoflagelados: D. acuminata y D. acuta en Espafa, D. acuminata,
D. sacculus y P. lima en Francia, D. acuminata, P. redfieldii y P.
micans en los paises bajos D. acuta, D. sacculus, D. acuminata, D.
caudata y P. lima en Portugal, D. acuta, D. acuminata, P. lima y P.
concavum en lIrlanda; D. acuta, D. acuminata, D. norvegica, P.
micans, P. minimum y P. lima en Escandinavia; D. sacculus, D.
acuminata, D. tripos, D. caudata y D. fortii en el Mar Adriatico (FAO,

2005)
Impactos causados en la maricultura

Los impactos causados en la maricultura por las toxinas DSP, son
muchos y se dan en diferentes partes del mundo, registrandose las

mas importantes en la tabla 7.
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Tabla 9. Impactos de las toxinas DSP en algunos paises del mundo y sus
consecuencias en ia maricuitura y salud humana.

|
Y ORGANISMOS EN
| PAISES ANOS CULTIVO CONSECUENCIAS
I 1994 Mytilus No se registraron problemas
Bélgica
galloprovincialis de salud.
1990 Mejillones Intoxicacion de 415 personas
en Francia.
1999 Mejillones Cierre de zonas por algunas
semanas.

Dinamarca 2001 Mejillones Concentraciones altas de
toxinas en organismos para
ventas.

2002 Mejillones Cierre de varias zonas por
mucho tiempo.
1984 — 1985 Mejillones Intoxicacién de 12000
personas.
1998 Almejas, ostras y Cierre de areas por espacio
Francia mejillones de 2 meses.
2000 Almejas, ostras y Cierre de varias zonas de
mejillones cultivo.
2002 Mariscos Cierre de zonas por 4 meses.
Grecia 2000 Moluscos Cierre de zonas por 3 meses.
Observacion de las zonas de
Irlanda 1994 Mejillones )
cultivo.
) Cierre de varias zonas de
Mytilus ) )
Italia 2001 L cultivo por espacio de 3
galloprovincialis
meses.
~ Trastomos gastrointestinales
Brasil 1990 Mejillones ) )
y diarrea en varias personas.
Chile 1991 Mejillones Intoxicaciéon de 120 personas.

Adaptado de FAO (2005).
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Toxicidad de las toxinas DSP

La primera clave para elucidar el mecanismo de accion de las
toxinas DSP fue descubrir que el AO provoca una contraccion de
larga duracién del musculo liso de las arterias humanas. Una
subunidad de la miosina activa la contraccion del musculo liso, por lo
gue se asumid que el efecto del AO se debia a la inhibicion de la
fosfatasa de la miosina de cadena pequena. Con posterioridad, se
demostré que el AO es un potente inhibidor de las fosfatasas PP1 y
PP2A serina / treonina y que la inhibicion de la PP2A es

aproximadamente 200 veces superior a la de la PP1 (Correa, 2006).

Las fosfatasas proteicas son un grupo de enzimas muy importantes
y estrechamente relacionadas con muchos procesos metabdlicos
esenciales de la célula. La fosforilacion y la desfosforilacion de las
proteinas son uno de los principales procesos de regulacion en las
células eucariotas. Estos procesos versatiles regulan entre otros e|
metabolismo, el transporte y la secrecion en la membrana, la

contractilidad y la division celular (Suarez, 2004).

Suérez (2004), indica que las fosfatasas que participan en el inicio
de la mitosis, son sensibles al AO, asi como también al PP1 y PP2A.
Segun Hallegraeff & Hara (1995), la causa de la diarrea en el ser
humano es la hiperfosforilacion de las proteinas que controlan la
secrecion del sodio de las células intestinales o un aumento de la
fosforilacion de las proteinas citoesqueléticas o de union,
responsables de regular la permeabilidad a los solutos, lo que

ocasiona una pérdida pasiva de fluidos.
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4.3.

El estudio exhaustivo de la actividad y de la estructura del AO en la
inhibicion de la actividad de las fosfatasas proteicas indican que un
grupo carboxilo libre de la molécula DSP es esencial para la
actividad ya que los ésteres didlicos y metilicos no inhiben la
fosfatasa. Sin embargo, la actividad de los derivados de la amida y
del carboxil reducido (ocadaol) es la mitad que la del AO, al igual

gue la de los compuestos DTX3 naturales (FAO, 2005).

TOXINA PARALIZANTE DE MOLUSCO (PSP: “PARALITIC

SHELLFISH POISONING”)

Las toxinas paraliticas (PSP) son compuestos que se acumulan en los
mariscos que ingieren algas productoras de estas toxinas. La ingestion de
estos mariscos contaminados por acumulacion de toxinas causa en el ser
humano, la intoxicacién paralitica por mariscos. Los sintomas de PSP
pueden presentarse como un entumecimiento o picazén leve hasta la
paralisis respiratoria completa, que en casos fatales, ocurre entre dos y

doce horas después de la ingestion (Buenadicha, 2006; Correa, 2006).

Las toxinas PSP son un grupo de 21 tetrahidropurinas estrechamente
relacionadas cuya toxicidad difiere ampliamente entre ellas, siendo la mas
toxica la saxitoxina (STX), la primera toxina PSP caracterizada
quimicamente (Correa, 2006). Los dinoflagelados del género Alexandrium
de zonas de clima tropical o templado son los principales responsables de

la produccion de estas toxinas. Los mariscos que se alimentan de estos
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dinoflagelados acumulan las toxinas, sin sufrir los efectos nocivos de las

toxinas ya que son bastante resistentes (Buenadicha, 2006; FAQO, 2005).

En los ultimos 20 anos se ha registrado un aumento aparente de las
intoxicaciones causadas por PSP, sin embargo aun no se sabe si el
aumento es real, o se dio a consecuencia de los progresos en la
identificacion, deteccion y de registros médicos, o si se debe a una
expansion del cultivo y del consumo de mariscos, pero mas de una
veintena de paises cuentan con reglamentacion especifica para esta

toxina (FAO, 2005).
a. Estructura quimica y propiedades

Las toxinas PSP son termoestables en pH acido (salvo los
componentes del N-sulfo-carbamoil), pero inestables en condiciones
alcalinas, oxidandose facilmente. Son muy solubles en agua y
metanol, y practicamente insoluble en disolventes lipidicos (Suarez &
Guzman ?7?). Las toxinas estan constituidas por un grupo compuesto
de tetrahidropurina estrechamente relacionados, dividido en cuatro
subgrupos: a) carbamato (STX, neoSTX) y las gonyautoxinas
(GNTX1 — 4); b) N-sulfo-carbamoil (GNTX5-6, C1-4); c) decarbamoall
(deSTX, dcneoSTX, dcGNTX1-4); y d) compuestos de
desoxidecarbamoil (doSTX, doneoSTX y doGNTX1). Se han
identificado al menos 21 toxinas PSP (fig. 10), principalmente a partir
de dinoflagelados y de mariscos que se alimentan de las microalgas

toxicas (Correa, 2006; FAO, 2005).
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Fig. 10.  Estructuras quimicas de las toxinas PSP.

Las toxinas se presentan como mezclas de compuestos con distintas
capacidades de ionizacién, lo que dificulta su aislamiento (Correa,
2008). La cromatografia de intercambio iénico, junto con el
bioensayo en ratén, permitieron aislar una toxina hidrosoluble basica
a partir de la “almeja amarilla” Saxidomus giganteus, denominada,
con el transcurso del tiempo saxitoxina (STX). El primer derivado

cristalino de la STX se sintetizd y caracterizd quimicamente en 1975

(Ardilla, 2001).

La actividad toxica reside en el grupo cetona hidratado o dihidroxi del
anillo heterociclico de cinco miembros, actividad que desaparece

cuando estos grupos se transforman en monohidroxi por reduccion
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catalitica con hidrégeno. La sustitucion de la cadena secundaria con
el grupo carbamoil en el anillo heterociclico de seis miembros por un
grupo hidroxilo resulta en una molécula con aproximadamente el 60
por ciento de la actividad téxica original. Este grupo hidroxilo activo

permite preparar distintos derivados de la STX (FAQO, 2005).
Organismos y condiciones favorables

Los productores de toxinas PSP son dinoflagelados del género
Alexandrium (conocido como Gonyaulax o Protogonyaulax), en
concreto: Alexandrium tamarensis, A. minutum (sinénimo: A.
excavata), A. catenella, A. fraterculus, A. fundyense y A. cohorticula.
La STX se acumula en los tejidos de mariscos (almejas, mejillones,
ostras, berberechos, vieiras, langosta, gasteropodos) cuya fuente
mayoritaria de alimento esta constituida por estas microalgas. La
toxina no parece afectar a los mariscos, pero resulta altamente

toxica en humanos, incluso en pequenas cantidades (FAO, 2005).

La toxicidad de las toxinas de los dinoflagelados varia segun la
mezcla de derivados de STX, cuya composicion difiere segun la
especie que los produce y/o la region en que se presentan. Algunos
dinoflagelados como A. excavata poseen, ademas de su forma
movil, un quiste de resistencia (fig. 11). Estos se depositan en el
sedimento del fondo del mar, donde hibeman. Ciertas condiciones
climaticas y medioambientales favorables explicadas con
anterioridad son las que promueven la germinacion de los quistes,
que pasan a estado libre, llegando a reproducirse con gran rapidez,

desencadenando las floraciones (FAO, 2005).
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Célulss

Adaptado de Chavez er al. (2005).

Fig. 11. Esquema simplificado del ciclo de vida de los dinoflagelados con
su quiste de resistencia.

Los quistes son también toxicos, aunque su toxicidad no se ha
determinado con exactitud, algunos estudios indican que es similar a
la del dinoflagelado, mientras que otros sostienen que las
concentraciones de toxinas PSP en los quistes son entre 10 y 1000

veces superiores a las de las células moviles (Fernandez et al.,

1995).
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El Nifio es un evento causado por un desequilibrio de la presion
atmosférica y de las temperaturas del este y del oeste del Océano
Pacifico, que provoca una disminucion de la profundidad de la capa
de termoclina, promoviendo la germinacion de quistes en
Suramérica (Buschmann, 2005). Se encontraron pruebas de la
coincidencia de floraciones de Pyrodinium y los cambios climaticos
ocasionados por el Fenomeno de Oscilacion Austral del Nifo

(ENSO) (FAO, 2005).

Estudios realizados por Siu (in Suarez & Guzman, ?7?), indican que
una disminucién del nitrégeno limita el crecimiento de la poblacion y
la produccion de toxinas, mientras que una disminucion del fosforo
limita solamente el crecimiento de la poblacion y fomenta la
produccion de toxinas. En la especie Alexandrium catenella, los
nutrientes no constituyen un factor limitante, los principales factores
limitantes son: la temperatura (entre 20 — 25° C), la salinidad (entre

30 —-35ppm) y el pH (entre 8,0 a 8,5).

Los moluscos bivalvos se alimentan por filtracion de las células y
quistes de dinoflagelados, los cuales pasan al estdmago y eséfago.
Durante la digestion en el estbmago y diverticulos, se liberan las
toxinas y entran en los organos digestivos. La concentracion y
composicién de toxinas acumuladas en los tejidos varia con la
especie de marisco, o del dinoflagelado, o por las condiciones
medioambientales y evolucion en el tiempo. Asi, los mejillones
acumulan casi la totalidad de las toxinas en las visceras, las vieiras

retienen toxinas en glandulas digestivas, gonadas y branquias; en
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las almejas amarillas la STX se une quimicamente al tejido del sifén,
donde puede permanecer durante anos. Tras su absorcidn y
distribucion, las toxinas sufren una serie de transformaciones, como
la posible biosintesis de STX a partir de GNTX 1-4 y/o neoSTX
(FAQ, 2005). Una transformacion comun es la epimerizacion, como
el intercambio de los grupos H y OSOsz - en la posicion 11 de la
molécula de STX en mejillones y vieiras que disminuye la toxicidad
once veces. La hidrdlisis acida causa la separacion del grupo SOz —
de la posicion 21 de la molécula de STX, lo que por el contrario,

aumenta |a toxicidad seis veces (Ardilla, 2001; FAO, 2005).
Distribucion

Los dinoflagelados y sus quistes se han encontrado principalmente
en aguas proximas a América del Norte, Europa y Japon, aunque se

registra su presencia creciente en Asia (FAO, 2005).
Impactos causados en la maricultura

Los impactos causados en la maricultura y en los humanos son muy
considerables y se encuentran en diferentes partes del mundo como

se registra en la tabla 8.
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Tabla 10. Impactos de las toxinas PSP en algunos paises del mundo y sus
consecuencias en la maricultura y salud humana.

ORGANISMOS EN

PAISES ANOS CULTIVO CONSECUENCIAS
Africa 2001 Abalones (Haliotis mida) | DePuracion de los organismos
por mucho tiempo.

Alemania 1996 Crassostrea gigas Piesentada GNT>X2 y GNT
en los organismos.

Canada 1999 Vieiras Intoxicacion de 2 personas.
Presencia de 40 — 50 mareas
rojas por ano, muy pocos

China | 2000 — 2005 Mariscos efectos en la salud humana por
la buena documentacion de las
mareas en sus aguas de
cultivo.

USA 1980 Mejillones y ostras Intoxicacién de 51 personas.

1976 Mytilus edulis Intoxicacién de 120 personas
en Alemania, Francia, Suiza e
Italia.

Espafa | 1995 - 1997 Bivalvos Prohibicién de cosechas de los

bivalvos.
2002 Acanthocardia tuberculata | Cierre de zonas de cultivo.
y vieiras
Filipinas | 1989 - 1998 Mejillones Mortalidad de 116 personas.
1992 Mejillones Cierre de areas de cultivo.

Francia 1998 Almejas y ostras Cierre de areas de cultivo por 2
meses.

2000 - 2001 Mejillones Retencion de la cosecha en las
zonas |y su respectiva
depuracion.

Inglaterra | 5005 _ 5003 Mejillones Retencion de la cosecha y
monitoreo de las areas de
cuitivo.

1992 Vieiras, ostras y Organismos contaminados con

Japén mejillones toxinas.

i 1999 — 2001 Ostras. Monitoreo de las éreas de
cultivo.

Malasia 1991 Mejillones Intoxicaciones humanas.

. . : Cierre de cosecha en las

México | 1993 — 1994 Argopecten circularns renas:de cullive.

Portugal 1994 Mytilus edulis Intoxicacién de 9 personas.
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Suecia

1986 — 1988 | Acanthocardia excavatum | Cierre de las zonas de cultivo.

Tunez

Mortalidad de 700 TM de

s Rabaias ¥ Bjugos organismos de cultivo.

Adaptado de FAO (2003)

e.

Toxicidad de las toxinas PSP

La accion farmacologica de las toxinas PSP es muy similar a la de
las tetradotoxinas (TTX). Como los mecanismos de accidn de la STX
y de la TTX son casi idénticos se asumid que ambas moléculas
tenian la misma interaccion con el receptor en la bomba de sodio
dependiente de voltaje (Suarez, 2004). El canal de sodio voltaje
dependiente es una proteina de aproximadamente 250000 Da, que
atraviesa la membrana plasmatica de muchas células excitables.
Esta caracterizada por una conduccion uniforme, que depende del
potencial y presenta selectividad idnica. Esta proteina se encuentra
en los nervios de los mamiferos, en las fibras del musculo
esquelético y en la mayoria de las fibras del musculo cardiaco

(Vendrell, 2006).

Una vez que la célula se despolarizd correctamente, la conformacion
de la molécula del canal de sodio cambia (fig. 12A). Se abre un
camino acuoso que permite el desplazamiento del ion Na+ de la fase
extracelular hacia el interior de la célula mediante ciertas fuerzas
electroquimicas. El flujo de sodio hacia el interior causa un aumento
de la fase del potencial de accion. Toda membrana celular,

presentan canales de sodio dependientes del voltaje que, cuando se
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abren, permiten el desplazamiento del K+ intracelular hacia fuera
con la consecuente repolarizacion. (fig. 12B) (Aranibar & Siguefias

?7?; Cunningham, 1995; Sandrine et al., 2000; Vendrell, 2006).

A. Potencial de accion

Los canales de Na+ regulados por
voltaje se abren, los iones de Na+
penetran al interior del axon

Exterior del
axon (-}
Membrana
axonica
Interior del
axon (=)
L lg »
s _ 72
-3 [, R NS, . 1 S
— @ — S
*?\qg:\/_'—“ "%-.
Los ceu1|ﬁ:les de No+ Los ca!nales de.:(+ re?ui?dos
regulados por por voltaje se abren, fos iones
vollaje se cierran de K+ salen fuera del axdn @ lones Na+
@ |ones K+
@ lones grandes
Exterior del cargado
axon {+) negativamente
Membrana
axoénica
Interior del
axon (-}

B. Repolarizacion

Tomado de Aramibar & Sigueias (?7).

Fig. 12. Esquema que muestra A) los canales i6nicos involucrados en la
generacion de un potencial de accion y B) la correspondiente
repolarizacion en un axén.

El mecanismo por el cual se bloquea el canal de la bomba de sodio
dependiente de voltaje (fig. 13A), ha sido objeto de varios estudios,
pues las toxinas STX y la TTX, son los unicos agentes que lo
bloquean selectivamente y con mucha afinidad (fig. 13B) (Suarez,

2004; Vendrell, 2006).
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La STX y varias otras toxinas PSP bloquean el canal de sodio
dependiente del voltaje con mucha potencia, disminuyendo o

anulando la propagacion del potencial de accién, pero sin afectar el

canal de potasio (FAO, 2005; Vendrell, 2006).

Tomado de Vendrell (2006).

Fig. 13. Diagrama funcional del canal de sodio voltaje dependiente (A) y de
los hipotéticos sitios de uniébn a toxinas y farmacos (B):
tetradotoxinas (TTX); toxinas de anémonas (ScTx); batratoxinas,
aconitina, veratridina y grayanotoxina (BTX); anestésicos locales
(LA).

La STX y sus analogos, toxinas no proteicas hidrofilicas de bajo
peso molecular (entre 280 y 450 Da) bloguean fisicamente el poro e
impiden la conduccion de sodio. La STX y TTX, que constituyen los
ejemplos clasicos de proteinas blogueantes de poro, interaccionan
con el receptor de las neurotoxinas de los canales de sodio en el
sitio 1 (fig. 14), por la cara extracelular de la membrana. El sitio de

unién del receptor TTX/STX esta formado por dos anillos de residuos
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de aminoacidos en el segmento SS2 del extremo N-terminal del
segmento transmembrana S6 en cada uno de los cuatro dominios
(D) del canal de sodio, cada dominio contiene 6 hélices que
atraviesan la membrana celular. Las estrellas verdes localizadas
entre los segmentos conectores 5 y 6 representan los sitios donde
actuan las toxinas TTX. La compuerta de inactivacion del canal de
sodio esta sefalada por la flecha azul entre el dominio 3 y 4, sitio
donde actuan los anestésicos locales (Correa, 2006; Whizar et al.,

27).

El tiempo promedio de blogueo del canal depende de la velocidad de
disociacién y no de la concentracion de toxinas. Sin embargo, la
duracién de la apertura del canal esta relacionada reversiblemente
con la concentracion de toxinas y depende de la constante de

asociacion (FAQ, 2005; Vendrell, 2006).

A Extracelular
. Lipides
i

Intracelular

. Ll Als
NH,
\ | ) D3 -4

X= Potencia de anestesico local O= Estereoselectividad. ™~ T = Anillo interno del filtro de selectividad

Tomado de Whizar et al. (77).

Fig. 14. Esquema de un canal de sodio, con sus cuatro dominios (D), cada
dominio contiene 6 hélices que atraviesan la membrana celular.
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4.4,

TOXINA NEUROTOXICA DE MOLUSCO (NSP: “NEUROTOXIC

SHELLFISH POISONING”)

La intoxicacion neurolégica o neurotéxica por mariscos (NSP) es causada
por brevetoxinas poliéteres producidas por un dinoflagelado sin blindaje,
Gymnodinium breve, también llamado Pfychodiscus breve y desde el ano
2000 llamado Karenia brevis. Las brevetoxinas son toxicas para peces,
mamiferos marinos, aves y seres humanos, aunque no para los mariscos

(FAO, 2005).

Hasta el 1993, la intoxicacidon neurologica por mariscos era considerada
endémica en el Golfo de México y la costa este de Florida, de donde se
han informado de “mareas rojas” que datan desde la fecha de 1844. Una
caracteristica poco comun de Karenia breve es la formacién, por accion
de las olas, de aerosoles toxicos que pueden resultar en sintomas

similares al asma en los seres humanos (Lagos, 2002).

A comienzos de 1993, se informaron mas de 180 intoxicaciones en seres
humanos por mariscos desde Nueva Zelanda causadas por un organismo
similar al Gymnodinium breve. Muy probablemente, este era un integrante
de la flora oculta del plancton (presente previamente en bajas
concentraciones), que se desarrollé convirtiéndose en una floracion
desencadenada por condiciones climaticas poco comunes (lluvias mas
abundantes y temperaturas inferiores a las habituales) coincidentes con el

evento de “El Nino” (Hallegraeff & Hara, 1995).

61



Estructura quimica y propiedades

Las toxinas NSP, denominadas brevetoxinas, son neurotoxinas
poliéter ciclicas insipidas, incoloras, estables al calor y a los acidos,
solubles en lipidos y producidas por el dinoflagelado marino Karenia
breve. Estructuralmente las brevetoxinas son moléculas con anillos,
con 10 a 11 anillos transfundidos y con pesos moleculares de
alrededor de 900 g mol™ (fig. 15). Se han aislado e identificado diez
brevetoxinas en floraciones de campo y cultivos de Karenia breve

(Nilsen, 1993).

Estas brevetoxinas muestran enlaces especificos en la posicion 5 de
canales de Na+ sensibles al voltaje que conducen a su activacion al
potencial normal de reposo. Esta propiedad de las brevetoxinas es
causante de los efectos toxicos; la PbTx-2 (fig. 15), es la principal

toxina aislada del Karenia breve (FAQO, 2005).

De mariscos contaminados se aislaron cuatro andlogos de las
brevetoxinas (fig.16A y 16B) BTX-B1, BTX-B2, BTX-B3 y BTX-B4
que pudieran ser metabolitos formados por el propio marisco, pues
no se encontraron en las floraciones o en los cultivos de Karenia

breve (Reguera, 2003).



Brevetoxinas Tipo 1 (A): PbTx-1. R = CH,C(=CH,)CHO
PbTx-7. R = CH.C(=CH.)CH-OH
PbTx-10. R = CH,CH(CH;)CH-OH
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Brevetoxinas Tipo 1 (B): PbTx-2 R = CH-C(=CH;)CHO

oxidadaPbTx-2 R = CH,C(=CH,)COOH
PbTx-3 R = CH-C(=CH-,)CH,OH
PbTx-8 R =CH,COCH:(Cl
PbTx-9 R =CH,CH(CH:)CH-OH
PbTx-5 anillo-K acetato de PbTx-2
PbTx-6 anillo-H epéxido de PbTx-2

Tomado de FAO (2003).

Fig. 15.

Estructuras quimicas de las brevetoxinas de tipo Ay B.
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Tomado de Yasumoto er al. 2001
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Estructuras quimicas de los analogos de las brevetoxinas A) BTX-
B1, BTX-B2 y BTX-B4 aisladas de mariscos contaminados; B)
BTX-B3.



Si bien estos compuestos son solubles en disolventes organicos, son
inestables en cloroformo, lo que ha dificultado su aislamiento.
Tampoco presentan fluorescencia ni otras propiedades que faciliten
su deteccion y cuantificacion. Es por ello que no hay un método

quimico de analisis rapido y confiable (FAO, 2005; Reguera, 2003).

Reguera (2003) hace mencion que ademas de las brevetoxinas ya
existentes, se han logrado aislar de Karenia breve algunos
compuestos ictiotoxicos fosforados, similares a las
anticolinesterasas, como pueda ser la O,O-dipropil(E)-2-(1-metil-2-
oxopropilideno) fosforohidrazidotioato-(E)oxima, compuesto aciclico

fosforado con un grupo oximino y un grupo tiofosfato (fig. 17).

S

||
(C,H,0), P NH -—I\‘l
CH,—C—C—CH,

NOH

Tomado de FAO (2003).

Fig. 17. Toxina ictiotoxica fosforada aislada del G. breve.



Organismos y condiciones favorables

La forma movil de Karenia breve produce varias neurotoxinas,
denominadas colectivamente brevetoxinas. Se han aislado e
identificado diez brevetoxinas de floraciones de campo y de cultivos
de Karenia breve (fig.15). Se consideraron como metabolitos
formados de brevetoxinas en el marisco, a cuatro solamente
analogos de brevetoxinas (fig. 16 A y B) aislados de mariscos
contaminados y no de floraciones en el campo o cultivos de Karenia

breve (FAQ, 2005).

La microalga Karenia breve ademas de las brevetoxinas
neurotdxicas también  produce toxinas hemoliticas en menor
cantidad que brevetoxinas. La mortandad masiva de peces
observada durante las mareas rojas en las costas de Florida, se
debe principalmente a exposiciones de brevetoxinas neurotoxicas
con una posible contribucion de la fraccion hemolitica (Suarez &

Guzman, ?7?).

El organismo de Karenia breve es relativamente fragil, llegando a
romperse rapidamente por acciéon de las olas en las playas, de tal
manera que las toxinas y algunos fragmentos de las microalgas son
dispersados en forma de aerosol, causando sintomas similares a los
del asma, causando consecuencias irreparables en las personas

intoxicadas (FAO, 2005; Lagos, 2002).

La microalga Heterosigma akashiwo, que pertenece a las

Raphidophyta produce toxinas semejantes a las brevetoxinas, ha
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sido encontrada en aguas costeras y estancadas del Pacifico y del
Atlantico. Las floraciones de H. akashiwo requieren metales, como
hierro y manganeso, ademas de nitrogeno, fosforo y vitamina B12.
Estas sustancias nutritivas son suministradas por desbordes de rios,
también son importantes las aguas del fondo por su bajo contenido
de oxigeno y poca turbulencia en los sedimentos del fondo.
Heterosigma akashiwo tiene un elevado potencial de crecimiento de
hasta cinco divisiones diarias, causando la marea roja en un corto

periodo (FAO, 2005).

Distribucion

Se le considera como principal productor de las brevetoxinas al
dinoflagelado sin blindaje Karenia breve, encontrado de forma
persistente en torno a las costas de Florida, cuyas floraciones se

inician fundamentalmente a finales de verano y en otofio y también

en el Golfo de México (FAQO, 2005).
. Impactos causados en la maricultura

Los impactos causados en la maricultura por las toxinas NSP son
muy variados, registrandose en la tabla 9, la incidencia en algunos

paises.
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Tabla 11. Impactos de las toxinas NSP en algunos paises del mundo y sus
consecuencias en la acuicultura.

N ORGANISMOS EN
PAISES ANOS CULTIVO CONSECUENCIAS
) Mortalidad de los organismos
Canada -- Peces en cultivo.
Mortalidad de 1,5 — 2 millones
) - Riesgo inminente en los
Brasil Camarones y moluscos | oitivos.
México | 1994 — 1998 Pecas Mortali_dad de los organismos
en cultivo.
China 1991 Pitias Mortaligad de los organismos
en cultivo.
. Seriola quinqueradiata | Mortalidad de los organismos
Japon 1987 — 1989 (peces) en cultivo.
Corea _ Posas Mortali;iad de los organismos
en cultivo.
Malasia _ Pecas Mortahpiad de los organismos
en cultivo.
Nueva _ Pecas Mortah;iad de los organismos
Zelanda en cultivo.

Adaptado de FAO (2005).

e. Toxicidad de las toxinas NSP

Las brevetoxinas son sustancias depolarizantes que accionan los
canales de sodio de las paredes celulares sensibles al voltaje. De
esta forma se alteran las propiedades de membrana de las células
excitables favoreciendo el flujo hacia el interior de iones Na+. Por
incorporacion externa de tetrodotoxina puede bloquearse esta
corriente. Las brevetoxinas actuan sobre la posicidn 5 con una
estequiometria 1:1 (fig. 14). La toxina produce su efecto al disminuir
la despolarizacion de los canales de sodio para que no se genere el

potencial de accion (Correa, 2006; Vendrell, 2006; Whizar et al., 77?).
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El analisis conformacional muestra que el anillo H no saturado de la
brevetoxina B (fig. 15) favorece la conformacion “bote” al igual que el
anillo G saturado de la brevetoxina A. Por reduccion, el anillo H de la
brevetoxina B pasa a una conformacion “corona”. Este sutil cambio
en las preferencias conformacionales induce un cambio significativo
en la forma general de la molécula, que se cree causa pérdidas de

afinidad y toxicidad (FAO, 2005).

Los problemas respiratorios asociados con la inhalacién de
brevetoxinas en aerosol son posiblemente debidos en parte a la
apertura de los canales de sodio. En ovejas, los broncoespasmos
podian bloquearse con atropina, ademas los mastocitos se
bloquean eficazmente con cromolina y clorfeniramina. La liberacion
de acetilcolina, provoca contracciones moderadas de la traquea y
una liberacion masiva de los mastocitos (Fleming & Baden in Ardilla,

20086).

Por ser ademas las brevetoxinas inhibidores enzimaticos de las
proteinasas lisosomales conocidas como catepsinas, encontradas
mayormente en células fagociticas como los macrofagos y los
linfocitos, es posible que se puedan asociar también a efectos
inmunologicos agudos y crénicos (incluida la liberacion de
intermediarios inflamatorios resultantes en un shock téxico fatal) con

la exposicién a brevetoxinas en aerosol (Correa, 2006).
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ENSAYOS PARA DETERMINAR FICOTOXINAS MARINAS

La presencia de ficotoxinas en alimentos de origen marino, principalmente
en los moluscos, representa un grave problema sanitario y econdémico de
extensa incidencia geografica y que afecta tanto a paises industrializados como
en desarrollo (Hernandez, 1996). Es por ello de gran importancia contar con un
historial de informacidon de las mareas rojas suscitadas en las zonas de cultivo,
para poder tomar medidas preventivas en el control de la produccion de esas

Zonas.

Suérez (2004), menciona que en los ultimos afios, el interés se ha centrado
en la busqueda de un método de deteccién de toxinas fiable, llegando al punto
de un nivel no sélo cualitativo, sino también cuantitativo, donde el tiempo es un
factor bastante importante. Teniendo en cuenta lo anterior se han desarrollado
métodos que en un tiempo reducido, permiten detectar toxinas en los mariscos a
niveles muy por debajo de lo que se consideran un riesgo, estos metodos han

superado grandes dificultades como:

e La gran diversidad estructural de estas toxinas que implica diferentes modos

de accidn y diferentes toxicidades.

e La presencia de toxinas en matrices bioldgicas complejas y de mezclas de

congéneres relacionados y con diferentes potencias toxicas.

e La ausencia, en la mayoria de estas sustancias, de grupos cromoéforos que
faciliten su deteccion por las técnicas convencionales de espectrofotometria

UV — Visible o de fluorescencia.
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e La aparicion de toxinas pertenecientes a diferentes familias en una misma

muestra, que representa una complicacion adicional a efectos de determinar

la toxicidad.

e La posibilidad de biotransformaciones de las toxinas a lo largo de su

transmision en la cadena trofica.

e Las posibles transformaciones durante

purificacion y analisis.

los procesos de extraccion,

La deteccion de toxinas marinas en sus agentes productores o en sus

vectores se aborda a través de la aplicacion de dos tipos de métodos,

atendiendo a la naturaleza de la informacion obtenida: métodos analiticos o

métodos de ensayo como se aprecia en la tabla 10 (Fernandez et al., 2002).

Tabla 12. Métodos para la determinacion de toxinas.

| ENSAYOS

ENSAYOS IN VIVO

ENSAYOS /N VITRO

ANALISIS

Bionsayos en ratén.
Inmunoensayos.

Bionsayo de la rata.

Ensayo de Inhibicion

enzimatica.
Ensayos celulares.

Ensayos de receptor.

Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.
Determinacion UV, DAD.

Determinacion fluorimétrica.
Determinacién Espectrometria de Masas.

Electroforesis capilar.

Fuente: Fernandez er al. (2002).
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Dejando a un lado las valoraciones de caracter econémico, la eleccién de la
estrategia de deteccion se realizara en funcion a los objetivos de los estudios a
realizar. De esta manera, los métodos quimicos instrumentales que diferencian y
cuantifican las toxinas ya sea individualmente o por grupos, se utilizan
mayoritariamente en programas de investigacion que requieran el conocimiento
de todas y cada una de las toxinas presentes. Mientras, que en los programas de
monitoreo o control sanitario se da relevancia al conocimiento de la toxicidad
global, por lo que se utilizan mas los métodos de ensayo. Asi, los programas de
control sanitario requieren ensayos rapidos, sensibles, reproducibles, de bajo
costo, faciles de ejecutar y que permitan el analisis de un gran numero de
muestras. Ademas, no deben producir falsos negativos y el nimero de falsos

positivos debe ser tan bajo como sea posible (Suarez, 2004).

En el area de determinacion de toxinas, el término ensayo, se refiere a
aquellos métodos que proporciona un valor del contenido total de toxinas
basados en la medicion de una Unica respuesta bioldgica o quimica, que engloba
la actividad de todos los congéneres presentes de la muestra. La determinacion
de la toxicidad se lleva a cabo en funcion de una curva dosis — respuesta, que se
realiza usualmente con una de las toxinas representativas del grupo objeto de
estudio, expresandose finalmente la toxicidad total en equivalentes a dicha
toxina. Dentro de este primer grupo se encuadrarian los bioensayos in vivo y los
ensayos de inhibicion enzimatica, los ensayos celulares, los ensayos de
receptor, los inmunoensayos y los ensayos electrofisiologicos (Fernandez et al,

2002; Sierra & Munoz, 2004).

Los inmunoensayos mas frecuentes utilizados para la determinacion de

ficotoxinas son los conocidos como ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent



Assay), en los que se mide la interaccidon toxina — anticuerpo mediante la
reaccion de una enzima ligada al anticuerpo con un sustrato especifico de la
misma, reaccion que da lugar a un producto coloreado o fluorescente, y por tanto
cuantificable (Suarez & Guzman, ?7?). Para el caso del AO existe un
radioinmunoensayo muy sensible, pero su complejidad evita su uso en la rutina,
Ademas existen dos ELISA desarrollados en forma de kits para la determinacion
del AQO: el “DSP-Check” (Sceti, Tokio, Japdn) y el “Okadaic Acid kit" de Rougier
Bio-Tech (Montreal), sin embargo, estos métodos no funcionan con toxinas

esterificadas (FAO, 2005).

El término analisis segun Fernandez & Diogenes (?7?), se refiere a los
métodos de deteccion en las que se realiza una separacion, identificacion y
posterior cuantificacién individual de las toxinas en funcion a una respuesta
instrumental que es proporcional a la concentracion de cada una de las toxinas
presentes en la muestra. Dicha cuantificacion requiere de una calibracion previa
del equipo instrumental con patrones de concentracion conocida de cada una de
las toxinas objeto de determinacion. La respuesta instrumental debe ser
convertida posteriormente a valores de toxicidad en funcion de factores de
conversion especificos para cada toxina, de manera que la toxicidad global se
determina como una sumatoria de las toxicidades individuales (Sierra & Mufoz,
2004). Este grupo incluye los métodos quimicos basados en separaciones de las
toxinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE/HPLC) y deteccion
colorimétrica, fluorimétrica o por Espectrometria de Masas (MS), asi como la

Electroforesis Capilar (Suarez & Guzman, ?7?).

Las técnicas de HPLC acoplado a deteccion fluorimétrica (HPLC-FD) son

técnicas ampliamente utilizadas en el estudio de estas toxinas, a pesar de sus



limitaciones. Estas técnicas permiten la deteccion de las toxinas DSP que
posean un grupo carboxilico libre en la molécula, es decir, AO, DTX1, DTX2

(FAO, 2005).

De hecho, el método mas usado a nivel mundial para la deteccion de AQ y
sus homoélogos en microalgas y mariscos es el que propuso Lee (in Sierra &
Munoz, 2004), que implica el uso de 9-antrildiazometano (ADAM) como
fluoroforo. La deteccion de toxinas DSP esterificadas, tales como diolésteres o
DTX4, requieren una hidrélisis previa, puesto que se utiliza el acido carboxilico
para la introduccion del resto con fluorescencia. La identificacion de estos
ésteres en la naturaleza, provocé el establecimiento de un sistema de hidrolisis
directa asegurando de esta manera la medida de toxicidad total de la muestra.
Sin embargo, este método presenta el inconveniente de que no permite
identificar cual es el éster causante de la toxicidad (Stabell et al.,, 1993; Suarez,

2004).

El desarrollo y la implantacion de técnicas como cromatografia liquida
asociada a espectrometria de masas (LC-MS y LC-MS/MS) ha sido crucial en
mejorar el conocimiento de la produccion de estas toxinas, necesitandose
cantidades minimas de sustancia. De esta manera, el espectrometro de masas
tiene potencial para analizar todas las toxinas marinas identificadas en la
actualidad y detectar analogos de las mismas, siempre que se posea cierta
informacion previa sobre sus estructuras y pesos moleculares (Reguera, 2003;
Suarez & Guzman, ??). La HPLC acoplada a MS/MS permite un grado muy alto
de especificidad, ya que la deteccion de la sustancia se basa en el tiempo de

retencion cromatografico, en el peso molecular de la sustancia y en la
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informacion estructural derivada de la presencia de fragmentos diagnosticos para

cada analisis (Reguera, 2003; Sierra & Munoz, 2004).

5.1.

TOXINAS PARALIZANTE (PSP) Y DIARREICAS (DSP)

DETERMINADAS POR BIOENSAYOS

Para la evaluacion de la toxicidad los investigadores utilizan un ensayo
bioloégico con animales vivos, relacionando la toxicidad de las muestras de
mariscos con el tiempo de muerte de ratones después de la inyeccion
intraperitoneal de un pequefio volumen de un extracto acuoso del tejido
de los moluscos sospechosos. Estos estudios contribuyeron al desarrollo
en los afos 50 de un bioensayo que fue adoptado hasta hoy por la

mayoria de los servicios de salud del planeta (Suarez & Guzman, ?7?).
a) Deteccion de Veneno Paralizante de los Mariscos (PSP)

Este método segun Sierra & Mufoz (2004), se aprovecha de que las
toxinas paralizantes son solubles en agua. De manera resumida (fig.
18), se separan 100 g del tejido de los mariscos, se tritura a
homogeneidad en una licuadora en un volumen de agua acidulada con
una pequefa cantidad de acido clorhidrico, se hierve la suspension
por cinco minutos, se deja decantar los residuos solidos y enfriar la
soluciéon. Se inyecta 1 ml de la solucién al peritoneo de 3 ratones de
20 g, luego se anota el tiempo en el cual se produce la muerte de los
ratones, observandolos hasta un periodo de una hora. El tiempo de
muerte se relaciona inversamente con la toxicidad del extracto. La

toxicidad se establece inyectando a ofros ratones cantidades
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conocidas de saxitoxina, la sustancia quimica mas toxica de este
grupo de compuestos, de acuerdo a una tabla de relacién dosis —

tiempo de muerte establecida por Sommer en 1950.
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Tomado de Amengual (1990).

Fig. 18. Etapas a seguir para la determinacién de biotoxinas del grupo
PSP en moluscos con el método del bioensayo en el ratén

b) Deteccion de Veneno Diarreico de los Mariscos (DSP)

Este método segun Sierra & Murfoz (2004), aprovecha la propiedad de
las toxinas diarreicas de ser solubles en aceites y solventes organicos.

En este caso se separa el aparato digestivo de mariscos llamado
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hepatopancreas, se ftrituran 20 g, y se extraen las toxinas con
solventes organicos como la acetona. La solucion de extraccion se
evapora hasta casi la sequedad y el residuo se disuelve en un
pequefno volumen de una solucién acuosa que contiene un detergente.
Se inyecta 1 ml, en el peritoneo de 3 ratones CF-1 de 20 g y se les

mantiene en observacion por 24 horas (fig. 19).
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Tomado de Amengual (1990).

Fig. 19. Etapas a seguir para la determinacién de biotoxinas del grupo

DSP en moluscos con el método del bioensayo en el raton.
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5.2.

TOXINAS PARALIZANTE (PSP) Y DIARREICAS (DSP)
DETERMINADAS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO

RENDIMIENTO (HPLC)

Sierra & Munoz (2004), mencionan que la técnica de HPLC es uno de los
procedimientos de mayor sensibilidad y gran poder de resolucion y se
utiliza para la identificacion y cuantificacion de toxinas paralizantes,
diarreicas y amnésicas, entre otras. Su principio de funcionamiento se
basa en dos viejas observaciones, probablemente realizada muchas
veces por el mismo lector. Una de ellas es la capacidad de ciertos
materiales (sustratos) de absorber paulatinamente por capilaridad un
solvente. La otra observacién es la capacidad del solvente de separar
otras sustancias a medida que avanza en el sustrato. Esta separacion de
colores o cromatografia que es el nombre clasico del fenébmeno descrito el
cual es el fundamento de las modernas técnicas HPLC. En este caso, los
sustratos son columnas metalicas de diametro variable (de pocos
milimetros hasta varios centimetros) que contienen de manera
compactada un polvo muy fino. El instrumento permite hacer circular
solventes a lo largo de la columna de manera muy controlada y
reproducible. El método aprovecha la propiedad de todas las sustancias
quimicas de migrar a lo largo de un sustrato como el descrito con distinta
facilidad, mostrando distintos tiempos para recorrer un segmento de la
columna cromatografica. Estos diferentes tiempos de retencion en la
columna, es lo que se aprovecha ingeniosamente para detectar en el
extremo de la salida de la columna, las sustancias que vayan saliendo

primero. Es asi como puede afnadirse un pequerio volumen de muestra al
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comienzo de la columna (ejemplo 10 microlitros, una gota de agua
corresponde a cerca de 20 microlitros), detectandose sus componentes a

la salida por métodos 6pticos.

La identidad y cantidad de cada componente en una muestra desconocida
se determina realizando controles en los que se agregan a la columna
HPLC, concentraciones conocidas de sustancias puras (estandares),
como referencia para determinar las sustancias toxicas en las muestras

de los moluscos (Buenadicha, 2006; Suarez, 2004).

La técnica HPLC para venenos paralizantes y diarreicos fue desarrollada
con gran perfeccion en el Japon por Takeshi Yasumoto y Yasukatsu
Oshima, logrando identificar mas de 22 saxitoxinas de estructura muy
relacionada con la PSP pero con grandes diferencias en la toxicidad de

cada una de ellas (Fernandez et al., 2002).

Es importante destacar que los PSP y DSP, son mezclas complejas de
varios componentes cuyas proporciones varian para cada especie de
microalga toxica y dentro de cada especie en dependencia de las
condiciones ambientales (Fernandez et al., 2002). En el caso del PSP, la
metodologia HPLC involucrada es relativamente mas simple y tiene un
nivel de deteccion suficiente para cumplir las normas sanitarias que es <
20 microgramos de acido domoico por gramo de tejido (Sudrez &

Guzman, ?7?).

En la figura 20 se muestra un equipo de cromatografia para determinar

determinados tipos de toxinas mencionadas anteriormente.
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5.3.

Tomado de Suarez (2004)

Fig. 20. Equipo de cromatografia marca Sephadex LH-20.

RADIOENSAYOS PARA DETERMINAR TOXINAS PARALIZANTES

(PSP)

Esta técnica se basa en la alta afinidad de las toxinas paralizantes
(saxitoxinas) a las moléculas del canal de sodio. Esta afinidad se produce
por la fuerte interaccién de tipo “llave y cerradura” que se produce entre el
ligando saxitoxina y una region pequefa (sitio de union) del canal de
sodio (Ardilla, 2001). Esta fuerte interaccion es duradera y cierra el poro o
canal, impidiendo el paso de los iones sodio desde el exterior al interior de
las células. Este bloqueo inhibe la generacion y la conduccion de los

impulsos nerviosos (Vendrell, 2006).

En este método los canales de sodio se “marcan” primero con una

saxitoxina radioactiva. Si el extracto de la muestra de mariscos contiene
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saxitoxinas naturales, estas moléculas van a competir y desplazar a su
analogo radioactivo ligados al canal de sodio, por estar en mayor
cantidad. En ese caso, los canales de sodio pierden la marca radioactiva
y la radioactividad detectable sera muy baja. Si el extracto no contiene
saxitoxinas, el canal de sodio se mantendra marcado y su radioactividad
sera relativamente elevada. Las emisiones radioactivas se miden en un
“contador de centelleo”, equipamiento habitual en hospitales y clinicas
donde es usado en radioinmunoensayos hormonales (fig. 21). Esta
técnica es mil veces mas sensible que el bioensayo raton y puede

aplicarse a decenas de muestras simultaneas (Sierra & Munoz, 2004,

Suarez & Guzman, ?7?).

Tomado de Suarez (2004)

Fig. 21. Equipo de difractometro ENRAFNONIU.
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5.4.

ENSAYOS COLORIMETRICOS PARA DETERMINAR TOXINAS

DIARREICAS (DSP)

Esta técnica esta basada en la propiedad de las toxinas diarreicas acido
okadaico y algunos de sus derivados, de inhibir a muy bajas
concentraciones la actividad de enzimas denominadas serina — treonina
proteina fosfatasas. Estas fosfatasas cumplen la importante funcion de
eliminar grupos fosfato de otras proteinas y enzimas, actuando de
conjunto con otras enzimas, las fosfoquinasas, que hacen lo contrario,
esto es, adicionan grupos fosfato. El grado de fosforilacion de proteinas,
enzimas y canales ionicos, es un aspecto esencial en el balance de la

actividad metabdlica celular (Sandrine & Catterall, 2000; Vendrell, 2006).

En este método se utiliza una proteina fosfatasa pura obtenida por
técnicas recombinantes. Si esta enzima se deja actuar frente a un
sustrato que esta fosforilado en ausencia de inhibidores, va a eliminar
todos los grupos fosfatos existentes en el sustrato. Estos aniones fosfato
liberados dan una reaccidon quimica coloreada facilmente visible. Si la
enzima es inhibida por las toxinas diarreicas, se produciran menos
aniones fosfato libres y habra menor desarrollo del color. Asi una muestra
muy toxica dara un producto de reaccion incoloro, mientras que una
muestra inocua generara un producto de reaccion coloreado, de esa
manera se pueden cuantificar niveles de toxinas diarreicas que estan
hasta 1000 veces por debajo del limite regulatorio ( FAO, 2005; Suarez &

Guzman, ?7?).



5.5. TOXINA AMNESICA DE MOLUSCO (ASP: “AMNESIC SHELLFISH

POISONING”)

a)

b)

En enlace con receptores

Se desarrolld para el DA, un ensayo de enlace competitivo con
receptores de micro placa que emplea sinaptosomas de cerebro de
rana (Rana pipiens). El analisis del DA esta basado en la competencia
con el acido cainico radiomarcado-[3H] por el enlace con el receptor
de cainato/quisqualato glutamato, este método parece ser muy
sensible y muy prometedor como ensayo automatizado y rapido para
determinar DA en muestras de mariscos contaminados y de
fitoplancton. Los resultados preliminares indicaron una buena
correlacion cuantitativa con el método del fluorenilmetoxicarbonilo-
HPLC, en los extractos de Pseudo-nitzschia pungens f. multiseries

(FAO, 2005).
Ensayos quimicos
Cromatografia de capa fina

El DA puede determinarse por cromatografia de capa fina con un
punto de absorcion UV débil que se vuelve amarillo luego de
nebulizarlo con ninhidrina al 1%. Este método interfiere con los amino-
acido normales presentes en los extractos crudos, que deben
separarse. Esto se logra para las muestras de plancton con dos
cromatografias en capa fina bidimensional no se pueden analizar
directamente, los extractos crudos de tejidos de mariscos por ser muy

complejos. La cromatografia de capa fina unidimensional, su limite de



deteccién por este método, para el DA, es de alrededor de 0,5 ug, lo
que permite la deteccion en tejidos de marisco a alrededor de 10 pgg™

(FAO, 2005).
Cromatografia Liquida (CL)

El DA puede analizarse y aislarse, por CL o por cromatografia de
intercambio iénico con detector UV. Las separaciones mas rapidas y
eficientes se logran con CL-UV de fase revertida. Se recomienda
emplear una fase movil acida para suprimir la ionizacion de las
funciones carboxilo, en tanto que se logra una mejor manera de
separacion selectiva del DA y sus isémeros con fases octadecilsilica
“tipo polimero”. La CL-UV es actualmente la técnica analitica preferida
para analizar DA en mariscos disponiéndose de un método, validado
formalmente para mejillones; la deteccion del DA se facilita por su

fuerte absorbancia a 242 nm (FAOQ, 2005).

Se ha informado de un método automatico rapido y sensible para
determinar DA con CL empleando, un sistema de sustitucion de
columna con detector UV. Los picos de interferencia resultantes de
componentes de la matriz proteica se separan mediante una columna
con CL de fase inversa expresamente disefiada para una separacion
previa. El método es adecuado para extractos de almejas y algas. La
muestra se extrae con agua pura y el extracto crudo se inyecta
directamente en el capilar. El sistema de sustitucion de columnas
eliminé la necesidad de cualquier otra limpieza de la muestra luego de
la extraccion (FAO, 2005). El limite de deteccion CL-UV para el DA es

de unos 10-80 ng ml”', dependiendo de la sensibilidad del detector UV
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empleado. El limite de deteccion en los tejidos depende del método de

extraccion y limpieza.
Electroforesis Capilar (EC)

Este método relativamente simple permite separaciones rapidas y de
alta resolucion de compuestos polares complejos. Se conecta un tubo
capilar delgado de silice fundido conteniendo una solucion tampon
entre dos contenedores de liquido. Luego de inyectar en el capilar un
volumen pequeno de extracto de muestra (usualmente 1-10 nl), se
aplica una diferencia de voltaje de 20 — 30 kilo voltios (kV) a los
extremos del capilar. Las sustancias idnicas migran hacia abajo como
bandas delgadas pasando por un detector de absorbancia UV o

fluorescencia (FAO, 2005).

El limite de deteccion en los tejidos himedos fue de 10 ugg”. En 10
minutos se separaba faciimente el DA de los componentes de la matriz
de muestra de almejas. Con excelentes limites de deteccion de masa,
el método EC requiere solamente muestras de 3 a 15 nl pudiendo
emplearse cuando el tamafio de las muestras esta severamente

limitado (FAQO, 2005).
Espectrometria de Masas

Reguera (2003) y Suarez (2004), mencionan que la espectrometria de
masa se ha convertido en la técnica predominante para las interfases
entre CL y EM, volviendo obsoletos otros métodos, ya que la

deteccion de la sustancia se basa en el peso molecular de la sustancia
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y en la informacion estructural derivada de la presencia de fragmentos

diagnésticos para cada analisis (fig. 22)

Tomado de Suarez (2004).

Fig. 22. Espectrometro VG-Autospec FISONS, para determinacion de
toxinas por espectro de masa.
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DISCUSION

La literatura cientifica es clara y amplia sobre el tema de las FAN (Alvarez
et al., ??: Anderson et al., 2002; Buschmann, 2005; Hernandez, 1996; Smayda,
2002). En el pasado los procesos oceanograficos, bioldgicos y fisico — quimicos,
condicionaron la abundancia de floraciones de microalgas. Sin embargo, el
aumento de su frecuencia e intensidad durante las ultimas décadas apunta
directamente hacia diversos procesos antropogénicos, los que estan potenciando
las FAN a lo largo de todo el planeta. El ecosistema marino peruano es un claro
ejemplo de este proceso evidenciados por ejemplo en las bahias El Ferrol y

Samanco, ubicados en el litoral del departamento de Ancash.

No obstante esta problematica las investigaciones en el Peru estan en una
etapa de estudios cuantitativos, llevada a cabo por instituciones como el IMARPE
y el ITP; estas organizaciones muestrean las aguas del mar cada quince dias en
los lugares donde se realiza el cultivo de moluscos por medio de la maricultura,
no llegando a difundir sus resultados de modo sistematizado en los medios de
comunicacion. La informacion que presenta el ITP, revela un incremento
paulatino de las microalgas que producen toxinas y que en un tiempo no muy
lejano podrian causar problemas que no solo estén relacionadas a la mortandad
de los cultivos por falta de oxigeno, sino también a posibles bioacumulaciones de

ficotoxinas que originen problemas en la maricultura y la salud humana.

Por lo antes senalado seria importante comenzar estudios minuciosos y
concienzudos, de los actuales procesos de formacion de las FAN en de las
diferentes zonas donde se realiza la extraccion de moluscos, asi como tambiéen
en las zonas de cultivos destinadas a la maricultura en el Peru fin de tener

informacion base sobre como estan afectando los procesos de eutrofizacion en
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la aparicion de las FAN, las épocas en las que mayormente se presentan y la
permanencia que presentan en el tiempo en las diferentes zonas geogréficas de

donde se encuentren los moluscos.

Buschmann (2005) y Smayda (2002), describen que puede existir una
potencial proliferacion de algas toxicas, cuando se cultivan organismos de alto
nivel trofico como es el caso de los cultivos de peces, mejillones, vieiras, etc., ya
que tienden a causar sobre el medio marino un impacto significativo, por sus
aportes de nitrégeno y fosforo que facilitan la proliferacion o hasta en algunos
casos la modificacion de determinadas especies de microalgas inocuas que mas
adelante causaran dafo a los organismos en cultivo y a los organismos del
ecosistema marino. Los productos metabdlicos originados por el crecimiento de
la maricultura deben ser considerados por el actual dimensionamiento y por el
alto potencial de crecimiento que tendra esta actividad en el futuro, llegando a
ser la causante de impactos significativos en las bahias del Peru, ya que esta
actividad estaria alterando el ambiente, contribuyendo de esa manera a la
proliferacion de FAN, lo que a su vez seria un riesgo inminente al cierre del
mercado de algunos paises hacia los productos procedentes del Peru, con la

consecuente pérdida de divisas para nuestra region y el pais.

Asi mismo también se debe tener en cuenta las actividades humanas no
controladas como las emisiones urbanas y agricolas, que deberian estar en el
centro de la discusion por el gran impacto que originan en los ambientes
marinos, llegando a ser una de las principales causas del incremento de las FAN

en todo el mundo en las Ultimas décadas.

En una encuesta realizada a las personas que laboran en la bahia

Samanco sobre el tema de las mareas rojas, se determind que las FAN, son de
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una duracion variable yendo desde algunas horas hasta algunas semanas, esta
variacion de tiempo se debe principalmente a las condiciones que presentan las
corrientes dentro de la bahia, siendo apropiadas para la formacién de las FAN
las areas que presentan una estratificacion, y siendo inapropiadas las areas con

frecuente circulacion.

Los ingenieros de las empresas PETMAR, SOMEX SAC y los pescadores
artesanales mencionan que en la bahia Samanco las FAN se presentan con
mayor frecuencia en los meses de verano, llegando a causar estragos a los
productores de “concha de abanico” A. purpuratus, como son la mortalidad de los
organismos de cultivo por las condiciones de anoxia, obligando a los maricultores
a mover los sistemas de cultivo hacia la superficie, lo que ocasiona un mayor
numero de desdobles en el cultivo por el aumento del fouling, incrementa el
costo de produccion de las especies en cultivo. Asi también los pescadores
artesanales mencionan que las FAN hacen que algunas especies de peces
comerciales se ausenten de las zonas normales de pesca, asi como la
mortandad de los bancos naturales de A. purpuratus existentes en la zona

trayendo consigo una disminucién de organismos para el mercado local.

En algunos paises que presentan frecuentes formaciones de FAN en sus
mares, como son: Canada, Espana, China, Japon, etc., se estan realizando
estudios sobre la dinamica de cada una de las especies de microalgas toxicas
que originan las floraciones en los ecosistemas marinos, asi también se vienen
realizando en los laboratorio estudios en los que se determinan bajo que
concentraciones especificas de nitrogeno, fosforo y otros elementos esenciales,
las microalgas forman las ficotoxinas que causaran dafio en los organismos del

ambiente marino, los organismos en cultivo y a los seres humanos.

89



Vil.

CONCLUSIONES

De lo planteado anteriormente se concluye en iniciar estudios integrales y
dinamicos de las FAN y sus causas teniendo en consideracion la eutroficacion,
como eje prioritario que puede desencadenar dichos procesos, apuntando hacia
las emisiones antropogénicas de cargas contaminantes, tratando de disminuir la
cantidad de nutrientes como el nitrégeno y fésforo principalmente de los
diferentes ambientes donde se realiza la maricultura. Asi también se debe
desarrollar un estudio base en lo posible semanal de las FAN, en donde se debe
tener en cuenta los géneros toxicos en forma cuantitativa, las épocas en que se
presentan y la permanencia en los ambiente a nivel nacional como en la bahia
Samanco, para poder determinar y prevenir posibles procesos de intoxicacion

por mariscos en nuestro pais ya sea de actividades extractivas o de cultivo.

Ademas, también se debe de comenzar a desarrollar modelos sustentables
en la maricultura por medio de un sistema de cultivos integrados (cultivo de
macroalgas), donde se considere disminuir los productos metabdlicos originados
por la maricultura de tal manera que se tienda a causar un menor dafo al
ecosistema, logrando para ello concienciar a las personas que trabajan en la
maricultura, sobre los altos riesgos de las perturbaciones de los ecosistemas

marinos y sus posibles efectos en la proliferacion de las FAN.

Implementar en las universidades cursos donde se realicen estudios
integrados que comprendan la dinamica poblacional de las algas nocivas, la
taxonomia y la genética de los organismos causantes de FAN, determinando los

mecanismos fisiolégicos y bioquimicos responsables de la produccion de toxinas,
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VIII.

evaluando sus efectos en los organismos marinos y en la salud humana;
teniendo en cuenta para esto la intervencidon de los esfuerzos conjuntos y
coordinados de diversas instituciones publicas y privadas nacionales con el fin de

desarrollar procedimientos de prevencion y mitigacion.

RECOMENDACIONES.

Implementar estudios base minuciosos y concienzudos de las FAN que se
presentan a nivel nacional, asi como la implementacion de programas de
policultivos en la maricultura (macrolaga), con el fin de poder disminuir la
cantidad de nitrégeno y fosforo, provenientes de los procesos antropogénicos y
la maricultura, que son los causantes de considerables impactos en los

ecosistemas marinos a nivel mundial.

Elaborar y publicar elementos de informacion escrita, que contribuyan a
difundir el conocimiento y la comprension de las FAN, en la comunidad en
general, a través del desarrollo de una red de informacion y educacion, para

prevenir posibles danos en la salud publica.

Implementar en las universidades cursos donde se realicen estudios
integrados que comprendan la dinamica poblacional de las algas nocivas, la
taxonomia y genética de los organismos causantes de FAN; teniendo en cuenta
para esto la intervencion de los esfuerzos conjuntos y coordinados de diversas

instituciones publicas y privadas.
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ANEXO |

Los géneros mas representativos de las microalgas que causan
dafio en la salud humana y la maricultura A) Pseudonitzschia sp.,
causantes de la ASP. B) Dinophysis sp., causantes de la DSP.
C) Alexandrium sp., causante de la PSP. D) Karenia sp. y
Gymnodinium sp., causantes de la PSP.



ANEXO Il

METODO BIOLOGICO PARA LA DETEC-
CION DE VENENO PARALIZANTE DE
MARISCOS - PSP (AOAC, 1995)

1. AMBITO DE APLICACION

El presente ensayo es aplicable a los analisis de
toxinas PSP en moluscos y ticne caracter cuantitati-
vo, permitiendo la cuantificacion de las loxinas en las
muestras analizadas. El limite de deteccion depende
de la cepa de ratones utilizada, oscilando usualmente
entre 32 v 48 nug STX eq. - 100 g' de carne.

2. PRINCIPIO

El bioensayo en raton permite la determinacion
de la toxicidad global producida por las toxinas PSP
(PST)presentes en la muestra. El bioensayo se basa
en el efecto 1oxico causado por un extracto acidico
de la muestra analitica, inoculado intraperitonealmente
en ratones albinos de aproximadamentc 20 g de peso.
Las PST sc extraen en caliente mediante una
maceracion acuosa en medio acido de toda la carne
del bivalvo previamente triturada. Posteriormente se
inyecta 1 ml de extracto a cada uno de 3 ratones y se
registra el tiempo de muerte (7). Con los datos del
peso del raton, dilucion del extracto y tiempo trans-
currido hasta su muerte se calcula la toxicidad en
unidades raton (UR). Se define la UR como la canti-
dad de toxina que produce la muerte de un raton de
20 g en 15 min. Con ayuda de las tablas de Sommer
y del factor de conversion (I'C) se transforman en
ng de equivalentes de STX por 100 g de molusco (pg
STX eq. 100 g' de carne).

Precaucion: Utilizar guantes de goma cuando se
manipulen materiales que puedan contener PST.

3. APARATOS Y MATERIAL

- Cuchillos para abrir los moluscos

- Tamiz de acero inoxidable

- Papel de filtro o secante

- Vasosde precipitados de diferentes capacidades
- Probetas de 100 y 250 ml

- Pipetas de diferentes capacidades

- lispitulas

- Varillas de vidrio

- Tubos de vidrio con capacidad minima de 10 ml
- Triturador-Homogeneizador

- Balanzas

- Placa calefactora

- Centrifuga

- Jeringuillas estériles de 1 ml desechables
- Papel indicador de pH

- Cronometro

4. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Utilizar ratones de un peso preferenlemente de
19-21 g procedentes de una colonia controlada. S1 ¢l
peso es menor o mayor de 20 g, aplicar el factor de
correccion correspondiente para obtener las UR co-
rregidas (URC). No utilizar ratones con un peso su-
perior a 23 g. No reutilizar los ratones.

5. REACTIVOS

- Solucién patron estandar de STX (La FDA de
I'F, UU suministra sin costes patron de STX de
concentracion 100 pg - ml™!)

- Solucion patrén de trabajo de STX de 1pg - ml-:
en el caso de utilizar el patron de la FDA, diluir 1
ml de la solucién patron estandar en 100 ml de
agua destilada. Esta solucion es estable duranle
varias scmanas a 3-4"C

- Acido clorhidrico (CIH) 0.1 N

- Acido clorhidrico (CIIT) 5 N

- Agua acidulada con CIH (pH aprox. 3)

- Hidroxido sodico (NaOH) 0.1 N

6. METODO DE ENSAYO

6.1. Estandarizacion del bioensayo: cilculo del

factor de conversion (FC)

Diluir alicuotas de 10 mi de la solucion patron de
trabajo de 1 pg - ml* con 10, 15, 20, 25 y 30 ml de
agua acidulada. Inocular intraperitonealmente dosis
de 1 ml de las diferentes diluciones hasta encontrar
aquélla que inyectada a unos pocos ratones produz-
ca una mediana de 7m entre 5y 7 min. [l pl de las
diluciones debera estar comprendido entre 2 y 4,y
no serd superior a 4.5. Adicionalmente, ensayar dilu-
ciones que se diferencien en | ml de agua destilada
de la dilucion que proporeiond unZmentre 5y 7 min.
Fj:. si 10 ml de la solucion de trabajo diluidos con 25
ml de agua proporcionan Tt de 5-7 min, ensayar las
diluciones 10424 v 10+26. Inocular grupos de 10 ra-
{ones con cada una de las 2, o preferiblemente 3 dilu-
ciones que produzcan una mediana de Tmentre Sy 7
min. Inocular dosis de | mla cada ratony delerminar
el 7m como el tiempo transcurrido desde la [inaliza-
cion de la inoculacion hasta la ultima respiracion (bo-



queada) del raton. Repetir el ensayo uno o dos dias
después, utilizando las diluciones anteriormente pre-
paradas, incluyendo las que difieren en + 1 ml de
agua destilada. Posteriormente repetir el ensayo com-
pleto con diluciones preparadas a partir de una nue-
va solucién patron de trabajo. Caleular la mediana
del Tm para cada grupo de 10 ratones utilizados con
cada dilucion. Sitodos los grupos de 10 ratones ino-
culados con cualquier dilucion dieran medianas de
Tm <5 6 >7 min., descartar los resultados de esta
dilucion en los célculos posteriores. Por otra parte, si
cualquiera de los grupos de 10 ratones inoculados
con una dilucion dieran una mediana de 7m compren-
dido entre 5y 7 min., incluir todos los grupos de 10
ratones utilizados en esa dilucion, aunque alguno de
los Tm pueda ser <5 6>7 min. A partir de la media-
na del Tm de cada grupo de 10 ratones para cada
una de las diluciones seleccionadas, determinar el
nimero de UR - ml” utilizando la tabla de Sommer
que se adjunta en este Anexo. Dividir los pg de STX
- 1 ml" calculados por las UR - 1 ml* para obtener el
I'C, que expresa los pg equivalentes de STX para
una UR. Calcular el promedio de los valores FC indi-
viduales, y usar este promedio como punto de refc-
rencia para controlar los analisis rutinarios.

6.2. Verificacion del factor de conversion en los
analisis rutinarios

Comprobar periédicamente el FC: Si los andlisis
se realizan con una frecuencia inferior a una vez por
semana, determinar el valor del FC cada dia que se
lleven a cabo los analisis, inoculando para ello 5 rato-
nes con la solucion patron de trabajo apropiada. Sila
frecuencia analitica es de varios dias a la semana,
inicamente se hara un control semanal con la dilu-
cion del patrén que proporcione una mediana de Tm
comprendida entre 5 y 7 min. El valor del FC asi
determinado debera contrastarse con el valor FC pro-
medio y su diferencia con ¢l no debera ser superior
al + 20 % del valor I'C promedio. Si no l[ucra asi,
completar el grupo de 10 ratones afiadiendo 5 rato-
nes a los 5 ya inoculados, e inocular un segundo gru-
po de 10 ratones con la misma dilucion del patron.
Promediar el valor del FC determinado para el se-
gundo grupo con el valor del FC del primer grupo.
Tomar el valor resultante como nuevo valor de FC.
Una variacion > 20 % representa un cambio signifi-
cativo en la respuesta de los ratones al veneno, o en
la técnica analitica. Cambios de esle tipo requieren
un cambio en el valor del FC. Los controles repeti-
dos del valor FC generalmente proporcionan resulta-

dos consistentes dentro del rango £ 20 %. Si se en-
contraran con frecuencia variaciones mas amplias.
deberia investigarse la posibilidad de que existan va-
riables no controladas o no reconocidas antes de pro-
ceder a los analisis en rutina.

6.3. Preparacion de la muestra

Moluscos: Limpiar el exterior de los moluscos
con agua dulce. Abrirlos cortando los musculos
aductores. Iinjuagar cl interior con agua dulce para
eliminar arena y otras substancias extranas. Separar
la carne de la concha seccionando los musculos
aductlores y el tejido adherido a la charnela. No utili-
zar calor ni anestésicos para abrir las conchas v le-
ner cuidado de no cortar o dafiar el cuerpo de los
moluscos en esta etapa. A continuaciéon acondicio-
nar las cames para permitir su drenado durante 5
min. Descartar ¢l drenado. Recoger 100-150 g de
carne y proceder a su homogeneizacion.

Marisco en conserva: En este caso, en la pre-
paracion de la muestra se ha de conseguir la
homogeneizacion de todo el contenido del envase
(carne y liquido de gobicrno). Para ello, triturar la
camne, mezclar con el liquido de cober tura y homoge-
neizar en forma semejante a la descrita anteriormen-
te. En el caso de conservas con envases de gran
capacidad, separar la carne y drenar durante unos
minutos, recolectando todo el liquido de gobierno. De-
terminar ¢l peso de la carne y el volumen de liquido,
a fin de poder recombinar posteriormente porciones
de cada fraccién en cantidades proporcionales. Tri-
turar una porcion de la carne con una cantidad pro-
porcional de liquido de gobierno. Homogeneizar como
se ha descrito anteriormente.

6.4. Extraccion

Pesar 100 g del homogeneizado en un vaso de
precipitados previamente tarado. Anadir 100 ml de
CII10.1 Ny agitar vigorosamente. Comprobar ¢l pll
(debe estar entre 2 y 4, preferiblemente 3). S1 fuese
necesario, ajustar el pH como se indicara posterior-
mente. Calentar el homogeneizado en placa
calefactora, manteniendo en ebullicion suave duran-
te 5 min. Enfriar en bafio de agua fria. Transferir el
homogeneizado a una probeta graduada y enrasar
hasta 200 ml. Ajustar el pH entre 2.0 y 4.0 (preferi-
blemente 3). Para disminuir el pH, afiadir CIH 5N
gota a gota y agitando; para aumentar ¢l pH, anadir
NaOH 0.1 N gota a gota y agitando continuamente
para prevenir una alcalinizacion local y la consecuente



destruccion de la toxina. Mezclar convenientemente
para homogeneizar de nuevo y dejar reposar ¢l
homogeneizado hasta que la porcion liquida
(sobrenadante) sea traslicida y se pueda decantar
libre de particulas solidas lo suficientemente grandes
como para atorar la aguja hipodérmica. Si fuera ne-
cesario (v preferiblemente como norma general),
centrifugarel homogeneizadooel liquido sobrenadante
durante 5 min a 3.000 rpm, o bien filtrar a través de
papel. Sélo se necesita una pequeifia cantidad de li-
quido sobrenadante parala realizacion del bioensayo.

6.5. Bioensayo del raton

Inocular intraperitonealmente cada uno de los
ratones utilizados en el ensayo con | ml del extracto
acido. Anotar el momento de la inoculacion y obser-
var los ratones cuidadosamente para estimar el 7m
del raton, que vendra determinado por el ultimo mo-
vimiento respiratorio (boqueada) del raton. Utilizar
un cronémetro para medir el 7m. Para una determi-
nacion inicial se puede usar un raton, pero es preferi-
ble utilizar 2 6 3. Si ¢l Tm o la mediana del Tm de
varios ratones es <5 min, diluir el extracto hasta ob-
tener tiempos de muerte comprendidos entre 5y 7
min. Si es necesario realizar grandes diluciones, ajus-
tar el pH entre 2 y 4 adicionando gota a gota CIH 0.1
N. Inocular un minimo de tres ratones con el extrac-
to o dilucién que produce tiempos de muerte entre 5
v 7 min. Si el 7 de uno o dos ratones inoculados con
el extracto no diluido de la muestra es>7 min. (o hay
supervivencia), debe inocularse un total de 3 6 mas
ratones para establecer la toxicidad de la muestra.

7. CALCULO DE LA TOXICIDAD

Determinar el 7m de cada uno de los ratones uti-
lizados en el ensayo, incluyendo, en sucaso, 10s su-
pervivientes. Calcular las UR correspondientes utili-
zando la tabla de Sommer. Considerar que el Tm de
los ratones supervivientes es >60 mino equivalente a
0.875 unidades raton. Corregir las UR obtenidas para
cada raton multiplicando por el FC del peso de ese
raton obtenido en la tabla de correccion de peso que
se adjunta. Después, calcular la mediana de las UR
corregidas (URC) del grupo. Las URC se convier-
ten en toxicidad PSP, expresada como pg STX eq. -
100 g' de carne mediante la formula: pg STX eq. -
100 g' = URC x FC x factor de dilucion x 200

Un valor superior a 80 pg STX eq. - 100 g se
considera peligroso y no apto para el consumo.

Tabla de Sommer con las relaciones entre tiempos de muerte y
unidades raton (UR ) para PSP, '

Tiempo de  Unidades Tiempo de Unidades
muerte raton muerte raton
(min vy s) (UR) (min v s) (UR)
1:00 100 5:00 1.92
10 66.2 05 1.89
15 383 10 1.86
20 26.4 15 1.83
25 20.7 20 1.80
30 16.5 30 1.74
35 13.9 40 1.69
40 11.9 45 1.67
45 10.4 50 1.64
50 933
55 842 6:00 1.60
15 1.54
2:00 7.67 30 1.48
05 7.04 45 1.43
10 6.52
15 6.06 7:00 1.39
20 5.66 15 35
25 532 30 1.31
30 5.00 45 1.28
33 4.73
40 4.48 8:00 1.25
45 4.26 15 1.22
50 4.06 30 1.20
55 3.88 45 1.18
3:00 3.70 9:00 1.16
05 3.57 30 1.13
10 343
15 3.31 10:00 1.1
2 3.19 30 1.09
25 3.08
30 2.98 11:00 1.075
35 2.88 30 1.06
40 2.79
45 2.71 12:00 1.05
50 2.63
55 2.56 13 1.03
14 1.015
4:00 2.50 15 1.000
05 2.44 16 0.99
10 2.38 17 0.98
15 232 18 0972
20 2.26 19 0.965
25 221 20 0.96
30 2.16 21 0.954
35 2.12 22 0.948
40 2.08 23 0.942
45 2.04 24 0.937
50 2.00 25 0.934
55 1.96 30 0.917
40 0.898
60 0.875




Tabla de valores de correccion segun el peso de los ratones

Peso raton Unidades raton
(2 (UR)
10 0.50
10.5 0.53
11 0.56
11.5 0.59
12 0.62
12.5 0.65
13 0.675
13.5 0.70
14 0.73
14.5 0.76
15 0.785
155 0.81
16 0.84
16.5 0.86
17 0.88
17.5 0.905
18 093
18.5 0.95
19 0.97
19.5 0.985
20 1.000
20.5 1.015
21 1.03
215 1.04
22 1.05
225 1.06
23 1.07

METODO BIOLOGICO PARA LA DETEC-
CION DE VENENO DIARREICO DE LOS
MARISCOS

1. AMBITO DE APLICACION

El presente procedimiento es aplicable a los
analisis de acido okadaico (AQO) y dinofisitoxinas
(DTXs), pectenotoxinas (PTXs), y yesotoxinas
(YTXs)enmoluscos bivalvos. El limite de deteceion
es 0.8 pg de AOeq. - g hepatopancreas.

2. PRINCIPIO

El AO y derivados, las PTXs y las YTXs son
substancias polietéreas liposolubles extraibles con
acetona. Elbioensayo enratonde Yasumotoet al .(1978)
permite sudeteccion conjunta, proporcionando una tnica
respuesta atodas las substancias activas de lamuestra.
Iiste bioensayo se basa en ¢l electo toxico agudo
causado por un extracto acetonico de la muestra
analitica, evaporado y redisuelto en una solucion acuosa
de Tween 60. Este extracto se 1nocula
intraperitonealmente en ratones albinos de aprox. 20 g

de peso La determinacion de la toxicidad se realiza en
funcion del 7 de los ratones inoculados con 1 ml del
extracto de Tween.

3. APARATOS Y MATERIAL

- Cuchillos para abrir los moluscos

- Tijeras

- Tamiz de acero moxidable

- Papel de filtro o secante

- Homogeneizador elétrico o Ultraturrax

- Balanzas

- Rotavapor

- Filtros depapel

- Baiio de agua termostatizado

- Agitador magnético

- Matraces colectores adaptables al rotavapor
- Jeringuillas estériles de 1 ml desechables
- Material diverso de uso en laboratorio

4. ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Ratones Swiss, preferentemente entre 19y 21 g.
5. REACTIVOS

- Acetona P.A.

- Eter dietilico P.A.

- Aguadestilada

- Solucion de Tween 60 al 1% en agua destilada

6. METODO DE ENSAYO

6.1. Preparacion

Lavar los moluscos con agua dulce. Abrir los
bivalvos conun cuchillo seccionando el musculo aductor,
cuidando de no cortar o dafiar el cuerpo. Enjuagar el
interior con agua dulce para eliminar arenas o
substancias extrafias. Disecar perfectamente los
hepatopéancreas (1P), procurando eliminar todas las
porciones del manto adheridas a éstos y depositarlos
sobre untamiz de acero inoxidable para eliminar la mayor
cantidad de agua posible. Posteriormente, colocar los
HP en un papel de filtro y dejar secar. Homogeneizar
aprox. 30 g de HP con ayuda del Ultraturrax. En el
caso de moluscos con HP de gran tamaiio, se tomaran
los HP procedentes de al menos 10-12 individuos.

6.2. Extraccion

Pesar 25 g del homogeneizado de HP en un vaso
de precipitados previamente tarado. Afiadir 50 mlde
acetona y homogeneizar con Ultraturrax o similar
durante 2-3 min.. Dejar sedimentar la fase solida.



Filtrar el sobrenadante a través de papel de filtro,
recogiéndolo en un matraz colector adaptable al
rotavapor. Repetir los mismo pasos de extraccion dos
veces mas, utilizando 50 ml de acetona en cada
ocasion. Recoger los dos nuevos filtrados en el mismo
matraz colector.

Evaporar a sequedad el extracto acetonico en
rotavapor, con el bafio de agua a una temperatura de
aproximadamente 40 °C (nunca superior a 45 “C).
Redisolver el residuo con una solucion acuosa de
Tween 60 al 1%, previamente atemperada a 40 °C
de tal forma que el volumen final de inoculo sea
aproximadamente 5 ml. La relacién peso/volumen a
obtener sera de aproximadamente 5 g de HP iniciales
por ml de solucion acuosa de Tween 60 al 1%.

6.3. Bioensayo en raton

Inocular por via intraperitoneal 3 ratones de
aprox.20 g con alicuotas de 1 ml de la disolucion an-
terior. Anotar la hora de inoculacion. Mantener los
ratones en observacion al menos 24 horas. En el caso
de observar en los ratones una sintomatologia que
pudiera indicar interferencias de biotoxinas PSP o
ASP se seguira el procedimiento alternativo que se
expone al final del anexo.

7. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El bioensayo se considera positivo a la presencia
de OA, DTXs, PTXsy YTXs cuando se produce la
muerte de al menos 2 de los 3 ratones inyectados en
un periodo menor o igual a 24 horas despucs de la
myeccion.

PROCEDIMIENTO ALTERNATIVO PARA
ELIMINAR INTERFERENCIAS CON
TOXINAS PSP O ASP

[in ¢l caso de observar sintomas de PSP o ASP
en los ratones, se¢ scguira el procedimiento de
Yasumoto ef al. (1984) que se describe a continua-
cion. Los apartados 3, 4,5y 6.1 relativos a aparatos
v material, animales de experimentacion, reactivos y
preparacién de la muestra del protocolo anterior son
de aplicacion en el protocolo alternativo.

1. METODO DE ENSAYO

1.1. Extraccion

Pesar 25 g del homogeneizado de HP en un vaso
de precipitados previamente tarado. Afiadir 50 ml de

acetona y homogeneizar con Ultraturrax o similar
durante 2-3 min. Dejar sedimentar la fase solida.
Filtrar el sobrenadante a través de papel de filtro,
recogi¢ndolo en un matraz coleclor adaptable al
rotavapor. Repetir los mismos pasos de extraceion
dos veces mas, utilizando 50 ml de acetona en cada
ocasion. Recoger los dos nuevos filtrados en el mismo
matraz colector. Evaporar el extracto acetonico final
en rotavapor, con el bafio de agua a aprox. 40 °C
(nunca> 45 °C). No es necesario evaporar totalmente
el agua residual. Afnadir al extracto residual un
pequefio volumen de agua de manera que el volumen
final de extracto sea aprox. 15 ml. Trasvasar el
extracto a un embudo de decantacion. Arrastrar los
restos del residuo que pudieran permanecer en el
matraz colector con 50 ml de éter dietilico y combinar
esle extracto etéreo con el extracto acuoso en el
embudo de decantacion. Agilar suavemente
invirtiendo varias veces el embudo (evitar agitacion
vigorosa para prevenir la formacion de emulsiones).
Dejar en reposo para permitir la separacion de las
dos fases. Separar la fraccion acuosa y reservar la
fraccion etérea. Extraer la fraceion acuosa dos veces
mas con 50 ml de éter dietilico. Combinar las
fracciones etéreas y realizar dos lavados adicionales
del extracto etéreo con 15 ml de agua. Descartar las
fracciones acuosas v evaporar el extracto etéreo a
sequedad. Redisolver el residuo con una soluciéon
acuosa de Tween 60 al 1%, previamente atemperada
a aprox. 40 °C de tal forma que el volumen final de
inoculo sea 5 ml. La relacion P/V a obtener seréd de 5
g de HP por cada ml de Tween 60 al 1 %.

1.2. Bioensayo en raton

[nocular por via intraperitoneal 3 ratones de
aprox. 20 g de peso con alicuotas de 1 ml de la
disolucion anterior. Anotar la hora de inoculacion.
Mantener los ratones en observacion al menos 24
horas.

2. INTERPRETACION DE RESULTADOS

El bioensayo se considera posilivo a la presencia
de OA, DTXs , PTXsy YTXs cuando se produce la
muerte de al menos 2 de los 3 ratones inyectados en
un periodo menor o igual a 24 horas tras la inyeceion.

Nota: La sustitucion del eter dietilico por
diclorometano mejora la extractabilidad de las
Yesotoxinas.



METODO BIOLOGICO PARA LA
DETECCION DE ACIDO OKADAICO,
DINOFISISTOXINAS, PECTENOTOXINAS,
YESOTOXINAS Y AZASPIRACIDOS EN EL
CUERPO ENTERO DE LOS MOLUSCOS

(Yasumoto etal., en prep.)
1. AMBITO DE APLICACION

El presente procedimiento es de aplicacion a los
analisis de Acido okadaico (AO), Dinofisistoxinas
(DTXs), Pectenotoxinas (PTXs), Yesotoxinas
(YTXs) y Azaspiracidos (AZAs) en moluscos
bivalvos. El presente ensayo permite la determina-
cién sobre el cuerpo entero de los moluscos de la
presencia o ausencia de estas toxinas a los niveles
establecidos en la Decision 2002/225/CEE del 15 de
Marzo de 2002.

2. PRINCIPIO

El AO, DTXs, PTXs, YTXs y AZAs son sustan-
cias bioactivas polietéreas producidas por diferentes
especies de dinoflagelados. Todos estos compuestos
son extraibles con acetona, si bien la extraceion cuan-
titativa de los AZAs requiere una segunda extrac-
cion conmetanol. El presente ensayo estd basado en
el bioensayo en raton de Yasumoto (1984), que ha
sido modificado de manera que permita el analisis
del cuerpo entero del molusco y la deteceion conjun-
ta de las sustancias contempladas en la Decision 2002/
225/CEE a los niveles establecidos en la misma. El
bioensayo enratdn se basa en el efecto toxico agudo
causado por un extracto acetonico/metandlico de la
muestra analitica (homogeneizado de la carne de los
moluscos) purificado a través de particion liquido/li-
quido y posteriormente evaporado y resuspendido en
una solucion acuosa de Tween 60 al 1 %. Este ex-
tracto es inoculado intraperitoncalmente en ratones
albinos de aproximadamente 20 g de peso La deter-
minacion de la toxicidad se realiza en funcion del tem-
po de muerte de los ratones inoculados con 1 ml del
extracto de Tween.

3. REACTIVOS

- Acetona

- Metanol

- Solvente* para la particion liquido/liquido: éter
dietilico 6 acetato de etilo o diclorometano

- Butanol

- Aguadestilada

- Solucion de Tween 60 al 1% en agua destilada

* Nota: El diclorometano y el acetato de ctilo son
equivalentes en lo que se refiere a extractabilidad de
las toxinas reguladas en la Decision 2002/225/CEL,
de manera que AO, DTXs, PTXs, YTXs y AZAs
son extraidas cuantitativamente con ambos solven-
tes. Sinembargo, el uso enrutina del acetato de etilo
puede presentar inconvenientes debido a la emulsion
formada durante la particiéon con agua. El
diclorometano no presenta este problema, si biensu
elevada toxicidad y las regulaciones establecidas en
algunos paises contra el uso de solventes clorinados,
pudieran dificultar su aplicacion en rutina. La efica-
cia del éter dietilico en cuanto a la extraccion de las
YTXs no es tan alta como en el caso de la extrac-
cion de AO, DTXs, PTXs y AZAs (alrededor de un
50 % de las YTXs presentes pueden pasar a la fase
acuosa). Sin embargo, debido a la alta sensibilidad
del raton a la presencia de YTXs, se puede conside-
rar este solvente como adecuado para detectar la
presencia de YTXs a concentraciones muy por de-
bajo del limite establecido en la Decision, y por tanto,
puede ser utilizado con fines de control. Los tres sol-
ventes propuestos para Ja particion liquido/liquido pue-
den ser considerados equivalentes en términos de pro-
teccion de la Salud Publica.

4. APARATOS Y MATERIAL

- Cuchillospara abrir los moluscos

- Tamiz de acero moxidable.

- Homogeneizador eléctrico o Ultraturrax.

- Balanzas

- Filtros de papel

- Rotavapor

- Bafo de agua termostatizado

- Matraces colectores adaptables al rotavapor de
diferentes volumenes

- Jeringuillas estériles de [ ml desechables

- Bomba de vacio regulable

- Matraces Frlenmeyer Kitasato

- Iimbudos de decantacion

- Embudo Buchner o similar

- Matenial diverso de uso en laboratorio

5. ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Ratones Swiss, preferentemente de peso 20+ 1 g.
6. METODO DE ENSAYO

6.1. Preparacion

Limpiar externamente los moluscos con agua
dulce. Con ayuda de un cuchillo abrir los bivalvos



seccionando el musculo aductor, cuidando de no cor-
tar o dafiar el cuerpo de los bivalvos. Si fuera nece-
sario, enjuagar el interior con agua dulce para elimi-
nar arenas o substancias extrafias. Separar la camne
de la concha seccionando los musculos aductores y
el tejido adherido a la charnela. Depositar la vianda
en un tamiz de acero inoxidable y escurrirla el tiempo
necesario para eliminar la mayor cantidad de agua.
Recoger entre 100y 150 g de vianda y proceder a su
homogeneizacion.

6.2. Extraccion

Pesar 100 g del homogeneizado de came del
molusco en un vaso de precipitados. Afiadir 300 ml
de acetona y homogeneizar durante 2 min. Filtrar a
presion reducida y reservar el filtrado. Extraer el re-
siduo con 300 ml de metanol, homogeneizando du-
rante dos minutos. Filtrar este segundo extraclo a
presion reducida. Combinar Jos extractos acetonico
v metanolico en un matraz colector adaptable a
rotavapor, preferentemente de 2 litros. Afiadir 20-25
ml butanol (nunca mas de 50 ml) para prevenir la
formacion de espumas.

Evaporar hasta casi sequedad (la temperatura del
bafio de agua no debe exceder los 45°C) y transferir
el residuo con 100 ml del solvente seleccionado para
la particion a un embudo de decantacion. Anadir al
embudo 50 ml de agua y agitar suavemente invirtien-
do varias veces el matraz (evitar agitacion vigorosa).
Dejar en reposo para permitir la separacion de las
dos fases. Reservar la fase orgénica y recoger la
fase acuosa llevandola a otro embudo de decanta-
¢cion. Lavar la fase acuosa con 20 ml adicionales de
solventeorganico. '

Dejar en reposo para separar las dos fases. Des-
cartar la fase acuosa y combinar las fases organi-
cas. Transferir el extracto combinado a un matraz,
colector adaptable al rotavapor y evaporar hasta sc-
quedad. No obstante como, dependiendo del ipode
muestras, la resuspension del residuo final en Tween
60 al 1 % para la posterior inoculacion a los ratones
pudiera resultar dificil, el residuo obtenido tras la eva-
poracion del solvente orgénico se reextrae mediante
sonicacion con 16 ml de metanol. Tras unos minutos
de reposo, separar el sobrenadante que contiene las
toxinas del residuo que permancee en el fondo.

Evaporar a sequedad el extracto metanolico v
resupenderlo en Tween 60 al 1 %, transfiriéndolo a
un tubo graduado de manera que el volumen final

sea de 4 ml. La relacion peso/volumen a obtener es
de 25 g de carne iniciales por cada ml de solucion
acuosa de Tween 60 al 1%.

6.3. Bioensayo en ratén

Inocular por via intraperitoneal tres ratones de
aproximadamente 20 g de peso con alicuotas de 1 ml
de la disolucion anterior. Mantener los ratones en
observacion al menos 24 horas.

7. INTERPRETACION DE RESULTADOS

La muerte de 2 de 3 ratones en 24 horas podria
ser interpretada como la presencia de una o més toxi-
nas liposolubles (AO y DTXs, PTXs, YTXsy AZAs)
aniveles superiores a los establecidos en la Decision
2002/225/CEE del 15 de Marzo de 2002. Aunque esta
asuncion es correcta en el caso de toxinas de los
grupos del AO, DTXs, PTXsy AZAs, si hay YTXs
en las muestras a analizar se pueden producir resul-
tados positivos incluso si estas substancias se encuen-
tran a niveles muy por debajo del nivel regulatorio de
1 mg - kg (160 pg equiv. YTX - kg pueden produ-
cir la muerte en los ratones).

Se puede sospechar la presencia de YTXs o su
co-ocurrencia con las otras toxinas del grupo si los
ratones mueren antes de 6 h con sintomas similares
a los producidos por las toxinas PSP (convulsiones y
saltos), aunque este tipo de muerte puede ser tam-
bién ocasionado por la presencia de niveles elevados
de algunas toxinas de los otros grupos regulados en
la Decision. En este caso, se recomienda la aplica-
cion del protocolo que se describe seguidamente y
que contempla una particion liquido/liquido con
diclorometano/metanol 60 % y que permite la deter-
minacion de AO, DTXs, PTXsy AZAs en el extrac-
to de diclorometano y la determinacion de las YTXs
en la fase metanolica.

Si los ratones mueren cntre las 6 y 24 horas, ¢s
muy improbable que las Y'TXs estén presentes en
las muestras, o bien que contribuyan a su toxicidad
de forma significativa, de manera que este resultado
se puede interpretar como la presencia de una o mas
toxinas de los siguientes grupos: OA, DTXs, PTXsy
AZAs a niveles superiores a los establecidos en la
decision 2002/225/CEL.
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