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RESUMEN

Paredes-Flores Josefina Esther

En el presente trabajo se evalud la presencia de biotoxinas marinas en el ostion
Crassostrea virginica extraido de las lagunas de Tampamachoco y Tamiahua en el
estado de Veracruz. Mediante bioensayo en ratdén y pruebas rapidas se evalud la
presencia de toxinas paralizantes y mediante cromatografia liquida con deteccion
por espectrometria de masas (LC-MS/MS) se detectaron toxinas lipofilicas y acido
domoico en muestras colectadas mensualmente de julio del 2018 a febrero del 2019
en ambas lagunas. Asimismo, se colectaron muestras de agua mediante arrastre
con una red de fitoplancton para la deteccién de Alexandrium, Pyrodinium y
Gymnodinium géneros potencialmente productores de biotoxinas paralizantes, con
un microscopio 6ptico. Se confirmé por primera vez la presencia de toxinas de tipo
amneésico (acido domoico) y las toxinas lipifilicas pectenotoxinas, espirolidos y
gimnodiminas en la zona norte del estado de Veracruz en las lagunas
Tampamachoco y Tamiahua. Los espirolidos presentaron concentraciones
maximas en julio de 10.09 ug/kg, agosto 11.39 ug/kg y septiembre 10.77 ug/kg. La
concentracion de gymnodiminas en diciembre fue de 14.56 ug/kg y en febrero de
12.4 ug/kg y se detectdé una concentracion de pectenotoxinas de 0.38 ug/kg en
diciembre para las muestras de Tampamachoco. Mientras que en el tejido de ostién
de Tamiahua, se encontraron espirolidos con valores maximos en septiembre de
1.76 pg/kg y en octubre de 4.33 pg/kg. En el caso de las gymnodiminas en agosto
se detectaron 0.18 pug/kg y en noviembre 0.21 ug/kg. Las pectenotoxinas
presentaron en diciembre una concentracion de 0.17 pg/kg y el &cido domoico en
agosto de 13.76 ug/kg y en noviembre de 14.45 ug/kg. No se detecto la toxina de
tipo paralizante en ninguna de las muestras.

Palabras Clave: Crassostrea virginica, biotoxinas, acido domoico



.- INTRODUCCION

El fitoplancton es un conjunto de microorganismos que viven suspendidos en la
columna de agua en ambientes continentales, estuarinos y marinos, ademas
algunas de sus especies son indicadoras de la calidad del agua y de los
ecosistemas, mientras que otras producen toxinas (Esqueda-Lara et al., 2016). Este
grupo de organismos son el primer eslabon en la cadena alimenticia y algunas de
estas especies se caracterizan por generar toxinas, particularmente son producidas
por los dinoflagelados y algunas diatomeas que forman parte del fitoplancton marino
(Rey-Lo6pez, 2017).

En la actualidad, se conoce la descripcién de mas de 4,000 especies de fitoplancton,
considerando a los dinoflagelados como el grupo mas abundante y diverso después
de las diatomeas (Parra-Toriz et al., 2011). Los dinoflagelados comprenden unas
2,000 especies conocidas, y aproximadamente 60 especies producen potentes

toxinas citoliticas, hepatotoxicas o neurotoxicas (Gomez et al., 2011).

Concretamente, los dinoflagelados conforman una fraccion importante dentro de los
productores primarios de la cadena trofica; son organismos unicelulares
eucaridticos, que pueden desarrollarse en forma simbidtica, parasitaria, ademas de
utilizar habitats planctonicos o bénticos de manera indistinta (Hoppenrath et al.,
2014). Un florecimiento algal nocivo (FAN), es un incremento masivo en el numero
de algunas células fitoplanctonicas que puede consumir el oxigeno o los nutrientes

del agua, y esto puede afectar a otros organismos (Band-Schmidt et al., 2011).



Las toxinas producidas durante los FAN son acumuladas en organismos filtradores,
principalmente en moluscos bivalvos que son los organismos vectores mas
comunes para que las toxinas producidas lleguen a través de la red trofica al ser
humano (Sunesen et al., 2014). Las toxinas marinas son compuestos quimicos que
son biosintetizados por algunas especies de fitoplancton y estas causan impactos
negativos en los organismos marinos, provocando algunas veces la mortalidad de
vertebrados (peces, aves y mamiferos), amenazando tanto a la salud humana como
a la seguridad alimentaria y nutricional (Ferreira et al., 2018). Se han identificado
intoxicaciones provocadas por los dinoflagelados y algunas especies de diatomeas
cuyas toxinas pueden ingresar a las redes tréficas afectando la salud humana por

ingesta de productos pesqueros (Mancera-Pineda et al., 2014).

Los principales sindromes toxicos producidos por las microalgas que han sido
descritos hasta la fecha y que afectan directamente al ser humano son: intoxicacion
por microcistinas producidas por algas verde-azuladas (cianobacterias) en aguas
salobres y lacustres, Intoxicacibn Amnésica por consumo de mariscos (ASP),
Intoxicacion Neurotéxica por consumo de mariscos (NSP), Intoxicacion Diarreica
por consumo de mariscos (DSP), Intoxicacidon Paralizante por consumo de mariscos
(PSP) y la Ciguatera, que es una intoxicacion producida por el consumo de pescado
(Anderson et al., 2012; Alonso-Rodriguez et al., 2015; Garcia-Mendoza et al., 2016).
Todos estos sindromes son causados por biotoxinas sintetizadas por
dinoflagelados, excepto la toxina causante de intoxicacion amnésica por consumo

de mariscos (ASP): acido domoico (AD). Esta neurotoxina es producida por



diatomeas del género Pseudo-nitzschia (Anderson, 2009).No obstante, el nUmero
de toxinas que se descubren y su sintomatologia va en incremento dia con dia

(Marin et al., 2013).

Los moluscos bivalvos se alimentan filtrando particulas suspendidas en el agua y
pueden acumular toxinas en sus tejidos que pueden potencialmente provocar
envenenamientos en el humano cuando son consumidos (Gersen et al., 2010). Los
moluscos no son afectados por las toxinas paralizantes ya que son relativamente
insensibles a las toxinas PSP porque muchos de ellos tienen nervios y musculos
gue trabajan con canales de calcio mientras que la STX y otras toxinas paraliticas
bloquean solo canales de sodio y los bivalvos en general cuentan con nervios y
musculos operados principalmente por canales de calcio activados por voltaje eso
les permite continuar con su alimentacion y acumular grandes cantidades de toxinas
(L6pez-Cuevas, 2013). Los moluscos son una fuente de proteinas para el consumo
humano y representan un recurso valioso en términos de economia local y regional

para las poblaciones costeras (Braga et al., 2018).

Las toxinas paralizantes de moluscos (PSP) son un grupo de potentes neurotoxinas
marinas producidas por dinoflagelados naturalmente tanto en agua dulce como en
ambientes marinos (Abi-Khalil et al., 2017). Dentro del grupo de toxinas
paralizantes, la Saxitoxina es la de mayor grado de toxicidad que se describe como
una potente toxina neuromuscular soluble en agua (Marin et al., 2013). La

intoxicacion amnésica por consumo de mariscos producida por el Acido domoico



puede causar la pérdida de memoria asimismo, se pueden presentar sintomas
graves de tipo gastrointestinal y en casos graves puede causar la muerte (Wright et
al., 1989). Dentro del grupo de toxinas lipofilicas se encuentran los espirélidos y las
gimnodiminas que son compuestos macrociclicos con un grupo imino como parte
de su estructura ciclica y no se conoce el efecto en humanos, pero eso no quiere
decir que no sean un riesgo para la salud humana y no estan reguladas (Pulido,
2011)

La zona norte de Veracruz en especial para la Laguna de Tampamachoco y la
laguna de Tamiahua se han reportado las especies que producen toxinas, como los
dinoflagelados de los géneros Alexandrium, Pyrodinium y Gymnodinium que estan
asociados al PSP y las diatomeas del género Pseudo-nitzschia asociados al DSP
es por ello que debemos realizar mas estudios relativos para investigar el potencial
de las toxinas presentes en las aguas del Golfo de México (Figueroa-Torres y
Weiss-Martinez, 1999; Mier et al., 2006; Ordufia-Medrano 2012; Pérez-Olmedo

2014 y 2017; Poot-Delgado et al., 2015).

Por otra parte, México es un pais productor de moluscos y una de las especies de
ostion cultivado para la comercializacion es el ostion americano C. virginica el cual
sostiene una pesqueria y se cultiva de forma extensiva, formando una parte
significativa en la produccion nacional ostricola la cual representa el 90% en el golfo
de México (Céaceres-Martinez y Vazquez-Yeomans, 2013). Las lagunas de

Tampamachoco y Tamiahua son de las principales en el estado de Veracruz donde



se obtiene el 89% de la pesca de ostion registrada para este estado (Arias, 2014).
El ostion es un recurso acuatico de importancia comercial y una fuente de ingreso

para las comunidades regionales que lo extraen (Vidal-Brisefio, 2015).

Este estudio se efectud debido a la importancia del potencial de afectacion por parte
de las toxinas generadas por el fitoplancton presentes en los cuerpos de agua
(Laguna de Tampamachoco y Laguna de Tamiahua) y si los ostiones las estan
acumulando ya que no se han efectuado estudios para esta region del Golfo de
México. En este contexto, en el presente trabajo se determind la presencia de
toxinas en los ostiones (C virginica) de las lagunas de Tampamachoco y Tamiahua.
La informacion resultante del estudio servira de guia para el buen manejo del

recurso ostricola en esas Lagunas.



[I.- ANTECEDENTES
Las biotoxinas marinas son producidas por especies de microalgas, se clasifican de
acuerdo con los principales signos y sintomas que producen en el humano, se han
reconocido ficotoxinas marinas paralizantes, neurotdxicas, amneésicas, diarreicas,

ciguatoxinas y azaspiracidos (Sanchez-Bravo et al., 2016).

Las biotoxinas se clasifican de acuerdo a su naturaleza quimica y propiedades
fisicas en hidrofilicas e hidrofobicas (lipofilicas), en el grupo de las toxinas
hidrofilicas estan las toxinas de tipo amnésico (ASP) y las toxinas de tipo paralitico
(PSP) y las toxinas lipofilicas son las toxinas diarreicas (DSP), yesotoxinas (YTX),
azaspiracidos (AZA), pectenotoxinas (PTX), gimnodiminas (GYM), espirdlidos

(SPX) y brevetoxinas (PbTX), (Botana, 2014).

2.1.- Toxina Paralizante

La intoxicacion paralizante de moluscos es producida principalmente por los
dinoflagelados de los géneros Alexandrium, Gymnodinium y Pyrodinium las cuales
son acumuladas por organismos que se alimentan por filtracién (Shin et al., 2017).
El grupo de toxinas paralizantes est4 conformada por mas de 57 derivados de
tetrahidropurina y se pueden dividir en cuatro categorias: las toxinas N-
sulfocarbamoilo, descarboxilo, desoxidecarbamoilo y carbamato, la ultima de las
cuales incluye saxitoxina (STX) (Wiese et al., 2010).

El mecanismos de accion de la toxina se produce cuando se unen los canales de

sodio (Na) regulados por el voltaje en una proporcién equimolar, mediado por la



interaccion entre los grupos de guanidinio cargados positivamente con grupos
carboxilo cargados negativamente en el sitio uno del canal de sodio, bloqueando
asi el poro y evitando el flujo de iones de sodio a través de la membrana (Figural)

(Wiese et al., 2010).

Bl Sitet

Outside . Pore
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Figura 1.- Esquema de los elementos estructurales de un canal de sodio activado
por un voltaje (Tomada de Wiese et al., 2010).

Se realizd un estudio sobre la identificacion y cuantificacion en quistes de
dinoflagelados téxicos en los sedimentos y la presencia de microalgas productoras
de toxinas en el plancton donde se efectu6 la deteccion de la toxina paralizante
mediante el en bioensayo en raton donde se analizé un total de 54 muestras de
distintas especies de moluscos Concholepas concholepas (loco), Mytilus chilensis
(chorito) y Venus antiqua (almejas) para determinar la concentracion del veneno

paralizante de los mariscos y el 24% estaba debajo del limite de deteccion del



bioensayo (30 pg STX eq 100 g-1), el 44% bajo el limite regulatorio (80 pg STX eq.

100 g-1) y el 32% sobre el limite regulatorio (Seguel y Sfeir, 2010).

En chile se utiliz6 un ensayo funcional de electrofisiologico en los tejidos de los
organismos Choromytilus chorus de bancos naturales alcanzando concentraciones
altas (163 a 292 ug STX eq/100 g de tejidos) (Ortiz-Castro, 2013). En la parte del
Golfo de Penas y canal Trinidad las toxinas detectadas con mayor frecuencia en
muestras de moluscos sin hidrolizar fueron GTX2-3 GTX1-4 STX y neo-STX y las
muestras hidrolizadas demostraron también la presencia de toxina C1, C2, C3
ademas de GTX5 y después de someter los extractos a hidrolisis fuerte, aparecieron

GTX2, GTX3, GTX1y STX (Pizarro et al., 2011).

Adicionalmente se efectué una comparacion entre 25 laboratorios utilizando la
técnica de bioensayo en raton para la deteccion de toxina paralizante en moluscos
esto para examinar el rendimiento general de las pruebas PSP y analizar los
principales factores que afectan el rendimiento donde demuestran que el bioensayo
de raton PSP es un método apropiado para detectar y probar la toxicidad de PSP
en mariscos (Cao et al., 2011). Asi como estudios de fitoplancton y mariscos en los
que se detecto la toxina paralizante de moluscos de (<0.5 nmol L-1), y estas estaban
dominadas por toxinas de bajo contenido de N-sulfocarbanoil C1 /2, con trazas de
GTX1 /4y GTX2 / 3. Sin embargo, los perfiles de toxinas de dos muestras de
fitoplancton de (3.25 nmol L-1) y (2.68 nmol L-1) estuvo dominada por GTX1 / 4

(80%), GTX2 /3 (11%) y C1 /2 (9%) (Liu et al., 2017).



En el estudio realizado por Shin et al., 2017 utilizé el método de LC-ESI-MS / MS en
mariscos y tunicados, para la determinacion de 5 toxinas PSP (STX, GTX1, GTX2,
GTX3y GTX4). De igual manera Shin et al., 2018 utilizé el mismo método LC-MS /
MS para determinar cinco toxinas paralizantes (STX, GTX1, GTX2, GTX3y GTX4)
en moluscos individuales donde se evalud la exposicion humana aguda y crénica a

la toxina paralizante de moluscos a través del consumo de mariscos.

Se han de desarrollado sensores quimicos potenciométricos para la deteccién de la
toxina paralizante de moluscos en el cual se eligid la saxitoxina, decarbamoil
saxitoxina, gonyautoxina GTX5y C1 y C2 donde los limites de deteccion estuvieron
en el rango de 0.25 a 0.9 ymolL-1 para saxitoxina y decarbamoil saxitoxina y de

0.08 a 1.8 ymolL-1 para GTX5y Cly C2 (Ferreira et al., 2018).

Ademas se evalu6 el impacto del cambio climatico relevante per se y su efecto
combinado en la dindmica de la acumulacion y eliminacion de toxina paralizante en
Mytilus galloprovincialis que estuvieron expuestos a la toxina paralizante de
moluscos (PSP) que produce el dinoflagelado Gymnodinium catenatum y fueron
aclimatados a cuatro condiciones: cambio climéatico, condiciones actuales,
calentamiento y acidificacién durante 5 dias con una dieta no téxica durante los 10
dias posteriores donde se obtuvieron altos niveles de toxicidad en condiciones
actuales (1493 ug STX eq. Kg-1) que superan los limites de seguridad, para el
calentamiento y los mejillones aclimatados se registraron niveles de toxicidad PSP

significativamente menores (661 y 761 ug STX eq. Kg-1) y para el efecto combinado



tanto del calentamiento como de la acidificacion dio como resultado valores de

toxicidad PSP ligeramente mas altos (856 ug STX eq. Kg-1) (Braga et al., 2018).

De igual manera Cruz et al., 2018 examino la toxina paralizante de moluscos (PSP)
en extractos de mejillbn mediante sensores quimicos potenciométricos los que
respondieron a la STXy dcSTX, GTX5y Cly 2y los limites de deteccion estaban
en los rangos de 0.2-0.5 pmol L-1 para STX y dcSTX, y 0.08-1.8 pmol L-1 para

GTX5yCly2.

2.2.- Acido Domoico

El &cido domoico (AD) es un aminodcido ciclico con un peso molecular de 311 Da
gue posee tres grupos carboxilo y un grupo amino secundario (Wright et al., 1989).
En Canadé el primer evento de intoxicacion por acido domoico fue en 1987 por
ingesta de mejillones azules (Mytilus edulis) que se atribuy6 a la diatomea Pseudo-

nitzschia (Bates et al., 1998).

En la costa central de California entre mayo y junio de 1998 se registraron 400
muertes de lobos marinos que presentaron signos de desorientacién o problemas
neuronales asociados a la intoxicacion por Acido domoico (Schollin et al., 2000).
Este ha sido uno de los eventos de intoxicacion mas severos registrados en la costa
oeste de USA, donde la abundancia de Pseudo-nitzschia fue mayor de 106 cel L-1
y se detecté una concentracibn maxima de toxina de 7,300 ng AD L-1 en muestras

de material particulado (Trainer et al., 2000).
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La produccion de acido domoico puede variar de una especie a otra y entre la misma
especie procedente de diferentes regiones, por ejemplo, P pseudodelicatissima de
la Bahia de Fundy (Canada) produjo niveles altos de AD en molusco, mientras que
cepas de la misma especie aisladas de la Bahia de Galveston en Texas, Bahia de
Massachusetts y Bahia de Monterey en California no producen esta toxina (Bates,
2000).

En 2009 en diferentes zonas de Filipinas, Vietnam, Tailandia y la isla de Ishigaki,
Japon se recolectaron especies de bivalvos al azar y este es el primer reporte de

acido domoico en aguas tropicales (Lirdwitayaprasit et al., 2009)

Hernandez en 2017, realizdé un estudio de las toxinas en bancos naturales de
bivalvos al sur de la bahia de la Paz donde se encontraron toxinas hidrofilicas como
la saxitoxina y sus analogos, el acido domoico y toxinas lipofilicas como la
ciguatoxina y el acido okadaico, en donde se utilizd el bioensayo en ratén y se
determiné su perfil con los métodos de HPLC-FD y LC- MS/MS, detectandose 15
toxinas lipofilicas, con valores maximos de 6.3 ug de AO kg -1 de tejido de moluscos,
8.2 ug de PTX kg-1, 0.8 ug de AZA kg-1, 22.5 ug de h-YTX kg-1, 11.3 ug de SPX
kg-1, 42.6 ug de GYM kg-1 y 10.5 ug de PnTXG kg-1. A excepcion del AD y sus

analogos, las toxinas lipofilicas detectadas no son reguladas en México.

2.3.- Espiralidos
La toxicidad de los espirdlidos fue detectada por primera vez en Nueva Escocia,
Canada en un extracto metanolico de glandulas digestivas de mejillones (Mytilus

edulis) y vieiras (Placopecten magellanicus) (Hu et al., 1996). Esto evidencié una
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toxicidad elevada de los espirélidos en los organismos y fue en el 2000 que se
identific6 a Alexandrium ostenfeldii como organismo productor de ésta toxina
(Cembella et al., 2000) Los espirdlidos no se consideran en las regulaciones
sanitarias ya que no se ha comprobado que exista un efecto nocivo en humanos y

por lo tanto, no existen reportes de intoxicaciones asociadas (Otero et al., 2011).

2.4.- Gimnodiminas

Las gimnodiminias se detectaron por primera vez en ostras Tiostrea chilensis de
Nueva Zelanda mediante ensayo de ratdn y su estructura quimica fue caracterizada
por medio de resonancia magnética nuclear (Seki et al. 1995). Las toxinas se
presentan de manera recurrente en las costas de Nueva Zelanda y ademas se han
encontrado acumuladas en mas de una especie de bivalvos (mejillones, pectinidos
y abulones) (Stirling, 2001). La gimnodimina mostré una alta toxicidad 96 ug / kg por
inyeccion; 755 ug / kg por administracion oral; sin embargo, la toxicidad se redujo

significativamente cuando se administré con alimentos (Kong et al., 2011).

2.5.- Pectenotoxinas
Las pectenotoxinas son producidas por el género Dinophysis, esta toxina se halla
asociada a la Intoxicacion Diarreica por consumo de mariscos (DSP) por su

estructura quimica (Fabro et al., 2015).

La Pectenotoxina 1 (PTX1), son compuestos tipo poliéter lactona, el nombre se debe
a la glandula digestiva que fue aislada de la vieira Patinopecten yessoensis en el

nordeste del Japon, posteriormente se descubren diversos homologos (PTX2,
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PTX3, PTX6, PTX4 y PTX6, PTX7, PTX8, PTX9 y PTX10) (Otero, 2003). Las
pectenotoxinas y las yessotoxinas aunque no producen cuadros diarreicos se
incluyen en el complejo DSP por su comun propiedad de solubilidad en lipidos, y

estan sometidas a las mismas normas legales que el AO y derivados (Otero, 2003).

2.6- Toxinas en México
2.6.1.- Océano Pacifico (Pacifico Mexicano y Golfo de California)

Pacifico Mexicano

El dinoflagelado Gymnodinium catenatum se distribuye a lo largo del Pacifico
Mexicano y es un productor de toxinas paralizantes (Band-Schmidt et al., 2010).
Durante esta investigacion se efectio un analisis de los estudios realizados en
México relacionados con este dinoflagelado, que fueron in vitro de cepas de G.
catenatum de diferentes bahias a lo largo de la costa del Pacifico de México, los
resultados muestran que esta especie puede proliferar en amplios rangos de
salinidades, temperaturas y proporciones de N: P, observando diferencias de latitud
en el perfil de toxicidad y toxinas, pero la presencia de dcSTX, dcGTX2-3, C1ly C2

son componentes habituales (Band-Schmidt et al., 2010).

En un estudio realizado por Alonso-Rodriguez et al., 2015 en Oaxaca se encontrd

toxina paralizante expresada como mg STX eq. Kg de tejido de ostion que supero

el limite maximo permisible para el consumo humano (800 mg STX eq. Kg).
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Golfo de California

El andlisis de toxinas en muestras de red revelaron la presencia de toxinas del grupo
sulfocarbamoil (toxinas B1l, Cl1 y C2), carbamoil (saxitoxina, neosaxitoxina y
goniautoxinas 2 y 3) y decarbamoiladas (decarbamoilgoniautoxina-3) (Hernandez-

Sandoval et al., 2009).

2.6.2.- Océano Atlantico (Caribe Mexicano y Golfo de México)

Caribe Mexicano

El conocimiento de los dinoflagelados bentdnicos es muy limitado y sélo se cuenta
con registros de algunas especies potencialmente toxicas como Gambierdiscus
toxicus en muestras de Puerto Morelos, Majahual, Xcalak, Xel-Ha, Isla Mujeres,
Cancun y Bahia de la Ascension; mientras que G. belizeanus, se ha reportado en
Puerto Morelos y G. yasumotoi en muestras de Bahia de la Ascension; asimismo
Prorocentrum mexicanum, P. lima, P. reutzlarianum, y P. belizeanum (Almazan-

Becerril, 2000; Hernandez-Becerril y Almazan-Becerril, 2004).

La probable existencia de nuevas especies en la zona es un reflejo de la diversidad
de dinoflagelados bentdnicos que albergaria el Caribe Mexicano (Almazan-Becerril
et al., 2012). Se cuenta con el registro bibliografico de la existencia de al menos 30
especies para el Caribe y también se puede considerar una alta probabilidad de

generar nuevos registros de especies reportadas en otras areas tropicales. Un
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ejemplo seria, G. yasumotoi que fue identificado en el Caribe Mexicano (Hernandez-

Becerril y Almazan-Becerril, 2004).

Golfo de México

Asimismo Baron-Campis et al., 2014 reportaron 17 especies de dinoflagelados
dentro de las cuales seis son potencialmente toxicas y pueden representar un riesgo
en la maricultura y las principales pesquerias por su naturaleza ictiotoxica, entre las
que destacaron Karenia brevis, Karenia cf. mikimotoi, Gambierdiscus spp.,

Ostreopsis sp., y Prorocentrum minimum.

Se detectaron toxinas PSP (decarbomoil goniatoxina-2, 3, goniatoxina-2 y 3,
neosaxitoxina y saxitoxina (dcGTX2-3, dcGTX2-3, NeoSTX y STX) (Nufiez-Vazquez
et al., 2013), ademas se realiz6 un estudio de un ciclo anual del fitoplancton en las
especies potencialmente nocivas en bancos ostricolas de la laguna de Términos en
el cual se reportaron 114 especies de las cuales 14 pertenecen a los dinoflagelados
donde se encuentran Alexandrium sp., Gymnodinium cf. catenatum y Peridinium
quinquecorne, que son las principales especies que provocan el envenenamiento

paralizante de moluscos (Poot-Delgado et al., 2015).

Para la zona norte de Veracruz, se elaboraron estudios de la composiciéon
taxondmica de los dinoflagelados de la laguna costera de Tamiahua, sefialando su

papel como organismos toxicos y formadores de mareas rojas, reportando 35
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especies de las cuales 23 fueron nuevos registros para la zona de estudio, 24 han
sido reportadas como formadoras de marea roja y siete corresponden a especies
toxicas (Amphidinium carterae, Gymnodinium breve, Prorocentrum lima,
Prorocentrum micans y Prorocentrum minimun) Figueroa-Torres y Weiss-Martinez
(1999), asi como el estudio de los patrones de distribucién y abundancia del
fitoplancton nocivo en la zona costera de Tuxpan, Veracruz en un ciclo anual,
reportando un total de 265 especies de fitoplancton, de las cuales 86 pertenecen a
los dinoflagelados, donde se encontraron los tres géneros Gymnodinium,
Alexandrium y Pyrodinium que provocan la toxina paralizante de moluscos (Ordufia-

Medrano, 2012).

Posteriormente se reportaron 130 especies de las cuales 18 corresponden a
especies potencialmente toxicas entre las que se encuentran especies del género
Pyrodinium (Pérez-Olmedo, 2014), éste autor, también realizé una evaluacion de la
composicién y abundancia de especies tdxicas y nocivas de dinoflagelados
causantes de mareas rojas en la zona costera de Tuxpan, en la cual se encontraron
17 especies de dinoflagelados reportados como téxicos, asociados a la formacion
de mareas rojas y los tres géneros que producen la toxina paralizante de moluscos

(Pérez-Olmedo, 2017).

Todos los reportes demuestran la existencia de comunidades microplanténicas. Sin

embargo, se necesitan efectuar mas estudios para: a) incrementar el conocimiento
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del fitoplancton presente en las zonas de estudio, b) determinar su grado de
toxicidad, y c) que efectos ocasionaria si hubiera un incremento de dichas especies.
Por las razones anteriores, el presente trabajo tiene como propdsito el evaluar las
biotoxinas marinas presentes en moluscos en las lagunas de Tampamachoco y

Tamiahua.
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l1.-HIPOTESIS

En las aguas costeras del norte de Veracruz, especificamente en las aguas costeras
de Tuxpan y Tamiahua, se ha registrado diversas especies con potencial toxico.
Asimismo, se pudieran reportar casos de intoxicacion tras el consumo de moluscos
como el ostion (C virginica), ya que estos funcionan como reservorios por el proceso

de filtracion que conlleva su alimentacion, es por ello que:

Ha. Debido a que se han reportado especies potencialmente toxicas es probable
que se encuentren toxinas en niveles minimos o maximos segun la NOM-242-SSA-

2009 en C virginica en las Lagunas de Tampamachoco y Tamiahua.
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V.- OBJETIVOS
Objetivo general:
e Evaluar la presencia de ficotoxinas en organismos de bancos de ostion
Crassostrea virginica existentes en la Laguna de Tampamachoco y la Laguna

de Tamiahua, Veracruz.

Objetivos particulares
e Identificar la presencia de las especies fitoplanctonicas con potencial toxico

en muestras de agua.

e Determinar la presencia de toxinas paralizantes mediante bioensayo en raton
y pruebas rapidas (Scotia Rapid Testing) en extractos de cuerpo completo de

ostion.

e Comprobar la presencia de toxinas lipofilicas por medio Cromatografia

Liguida acoplado a espectrometria de masas (LC-MS/MS) en extractos de

cuerpo completo de ostién.

e Comparar si las concentraciones presentes en los moluscos de la regién

sobrepasan los limites maximos permitidos por la entidad regulatoria.
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V.- AREA DE ESTUDIO

4.1.- Laguna de Tampamachoco

La laguna de Tampamachoco, se localiza entre los paralelos 20° 58 15” y 21° 05’
de latitud norte y los meridianos 97° 20’ 30” a 97° 24’ de longitud oeste y se ubica
en la region huasteca, en la Llanura costera del Golfo de México, en el estado de
Veracruz, por la carretera federal N° 180: en la ciudad de Tuxpan, con 74, 527

habitantes; estado de Veracruz (INEGI, 2001) (Figura 2).

La laguna es de forma alargada y paralela a la linea de la costa, el sistema cuenta
con una longitud de 11 km vy con wuna anchura méaxima de 1,300
m2aproximadamente, esta separada del Golfo de México por una barrera arenosa
de nombre “Barra Galindo”, situada al norte de la laguna, con anchura maxima de

2.67 km y minima de 1.3 km (Reguero et al., 1991).

El sistema lagunar se comunica hacia el norte con la Laguna de Tamiahua mediante
un canal de navegacion natural llamado El Viejo y uno artificial de nombre EI Nuevo;
al noroeste se ubica la desembocadura del estero El Angosto y al sur la del Rio

Tuxpan (Reguero et al., 1991; Ordufia- Medrano 2012).
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Figura 2.- Ubicacion de los sitios de colecta en la Laguna de Tampamachoco,
Tuxpan, Veracruz

La Laguna de Tampamachoco recibe aportes de agua dulce en su porcion
septentrional por el estero El Corral, que vierte su contenido en los canales de
navegacion El Viejo y El Nuevo; del noroeste provienen de los esteros El Corral y
El Angosto; de este ultimo existen escurrideros estacionales entre el rancho Oro
Negro y Punta Potrero y frente al poblado de Tampamachoco. En la parte meridional
se ubica la desembocadura del Rio Tuxpan. Por la influencia de las mareas en la

laguna, el agua adopta forma de cufa, que ejerce efecto hasta una distancia
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aproximada de 30 km hacia la parte interna del Rio Tuxpan (Reguero et al., 1991;

Ordufia- Medrano 2012).

Se eligieron tres bancos ostricolas (Pipiloya, Restringa y Punta de Madero) ya que
son de los bancos con mayor extraccion en la Laguna de Tampamachoco y los
estudios que se han realizado por otros autores de la comunidad fitoplanténica se

ubicaron cerca de esos bancos de ostion.

4.2.- Laguna de Tamiahua

La laguna de Tamiahua se encuentra en el norte del estado de Veracruz y se ubica

en las coordenadas geograficas: 20° 57' 36" a 22°06'32” N y 97° 18'41" a
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97°46'17"0 y cuenta con una superficie de 1,405 km2 (Lépez-Portillo, 2012) (
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Figura 3.- Ubicacién de los sitios de colecta en la Laguna de Tamiahua, Veracruz.

Limita al Norte con el Rio Panuco y al Sur con el Rio Tuxpan, posee una forma
alargada en el eje mayor, orientado del noreste al sureste. Tiene una profundidad
de 2 y 3 my una longitud de 85 km y una anchura maxima de 18 km; ocupa un area
de 88,000 hectareas aproximadamente y por su extension es la tercera mas grande

del pais (Contreras y Castarieda, 2004).

El clima corresponde Am (f) calido hiumedo, temperatura media anual de entre 22°

y 26° C y la temperatura del mes mas frio es mayor a 18 ° C y la precipitacion del
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mes mas seco es menor de 60 mm; lluvias de verano y porcentaje de lluvia invernal

mayor al 10.2% del total anual (L6pez-Portillo, 2012).

Se eligieron tres bancos ostricolas (Panzacolas, Lagartos y Palma) ya que son de

los bancos con mayor extraccion en la Laguna de Tamiahua.
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VI.- MATERIAL Y METODOS

5.1.- Colecta de muestras

Se realizaron muestreos mensuales de julio 2018 a febrero 2019 en tres bancos de
extraccion de ostion en cada laguna y se colectaron aproximadamente 80
ejemplares del ostion (C. virginica) para la laguna de Tampamachoco y 50
ejemplares para la Laguna de Tamiahua para la deteccion de la saxitoxina.
Asimismo, se colectaron muestras de agua superficial durante el mismo periodo de
muestreo en frascos de 500 ml a una profundidad de no méas de 30 cm y estas se
fijaron con lugol al 100% (Vicente et al., 2005) aplicando una gota por cada 100 ml

(Méndez-Torres, 2016).

Posteriormente, se realizé un arrastre por cada banco de ostion, el cual se efectu6
de manera circular durante cinco minutos se colectaron 500 ml de muestra a la
minima velocidad del motor de la lancha, con ayuda de una red de arrastre de
fitoplancton de 60 micras de apertura de malla. Las muestras fueron, colocadas en
frascos de plastico de la misma capacidad y se depositaron en la hielera para
mantenerlas frescas y posteriormente trasladarlas al laboratorio, donde se fijaron
con una solucion de formaldehido al 4% (Méndez-Torres, 2016). De igual manera,
en cada muestreo se registraron pardmetros ambientales con un refractometro ATC

y un potenciometro PCS test 35.

5.2.- Identificacion de Especies con Potencial Toxico
Con la finalidad de encontrar las especies productoras de las toxinas se tomo gota

por gota del sedimentado de las muestras con una pipeta graduada, colocandolas

26



sobre un portaobjetos y después se colocé un cubreobjetos, se monto al
microscopio Yy se inicio la observacion a 10x, 40x y 70x dependiendo de la estructura
celular a observar. Este procedimiento se continué hasta encontrar las especies

productoras de toxinas.

5.3.- Determinacién de toxinas

Para el andlisis de toxinas presentes en los moluscos, estos se lavaron con agua
potable retirando la arena o cualquier material extrafio. A continuacion, se separaron
las valvas con cuidado para obtener la carne, sin lesionar el cuerpo del molusco y
se colectaron aproximadamente 150 gr de carne y sobre un tamiz del nimero 10 se
dejo escurrir durante 5 minutos. Se descartaron las conchas y se molié la carne en
una mezcladora o licuadora para su homogenizacion, posteriormente se guardo en

refrigeracion hasta el momento del analisis.

5.3.1.- Determinacion de Toxina Paralizante

5.3.1.1.- Bioensayo en raton

Para la preparacion de la solucion de referencia de la toxina paralizante (1 pug de
saxitoxina/ml) se ocup6 un ml de solucion estandar en un matraz volumeétrico de
100 ml, se llevo al volumen deseado con agua destilada acidificada con HCL (pH=3).
Esta solucion permanecio estable guardada en refrigeracion a 3 o 4°C y con un pH
entre 2,0 y 4,0 basado en la NOM-242-SSA-2009 (D.O.F., 2009). En este
procedimiento se utilizaron 40 ratones machos albinos, sanos y con un peso de 19

az2lgr.
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La muestra ya homogenizada se colocé en una balanza un vaso de precipitado con
un agitador magnético y se registré el peso, se llevo la balanza a cero y se pesaron
100 gr de la carne homogenizada en el vaso de precipitado con el agitador al cual
se le agregaron 100 ml de solucibn de acido clorhidrico (HCI) 0,18 N,
posteriormente, se agito la solucidn y se verificé el pH con un papel indicador, el pH
se mantuvo entre 2 y 4, de preferencia 3. Si no era asi se ajustaba el pH utilizando

HCL 5 M con agitacion constante.

Dentro de una campana de extraccion se calenté la mezcla con agitacion constante
donde se utilizé un vidrio de reloj como tapadera para evitar evaporacion. Entonces,
se monitoreo la temperatura con un termémetro de liquido en vidrio y se contaron 5

minutos a partir del momento en el que se alcanzaron los 100°C.

Después, se realiz6 el ajuste de la mezcla, pesando el vaso de precipitado y se
completé el peso inicial (peso del vaso con el agitador + 100 g de homogenizado +
100 ml HCL 0.18M) con HCL 0.001 M. En seguida se agit6 para homogenizar y
reposar hasta que una parte del sobrenadante fue translicido y se encontré libre de
particulas sélidas capaces de obstruir una aguja hipodérmica del 26.
Inmediatamente se centrifugd el sobrenadante 5 minutos a 3000 rpm. Finalmente,

se filtr6 la cantidad de liquido necesario para el bioensayo.

Al iniciar esta parte del proceso se pesaron 3 ratones, anotando el peso para cada
organismo que fue analizado. A continuacion se inyect6 por via intraperitoneal cada

ratdbn con un ml de extracto centrifugado. Este es el punto critico del bioensayo. Si
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las inyecciones no se hacen directamente en la cavidad peritoneal el tiempo de

muerte no es reproducible por lo que se verificé constantemente este dato.

Enseguida se activo el cronémetro en el momento de la inyeccidon y se observo el
organismo constantemente por 20 minutos. Posterior a ese tiempo se observo
esporadicamente hasta los 60 minutos. A continuacion, se registré el momento de
la muerte de cada raton. La mediana del tiempo de muerte con el extracto no diluido
fue mayor de 7 minutos, el dato fue utilizado para determinar la toxicidad de la
muestra. Al iniciar el uso de estandares se verifico el valor del Factor de Conversion

(FC) del laboratorio previo al ensayo de las muestras.

De acuerdo al tiempo de muerte de cada raton se determinaron las Unidades Ratén
(UR) utilizando la tabla Sommer (Anexo 1). La UR de los ratones que sobrevivieron
mas de 60 minutos fue de <0.875. Posteriormente se corrigio el peso de cada raton

utilizando la tabla del Anexo 2.

Después, se calcularon las unidades de raton (URC), multiplicando las UR por el
factor de correccion del peso, se ordenaron las URC de menor a mayor para ubicar
la mediana (MURC). La concentracion de equivalentes de saxitoxina se calculé con

la ecuacion 1:

png PSP/100gr carne de molusco = MURC/ml x FC x FD x 200

En donde:

MURC= Mediana de las Unidades Ratdn corregidas
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FC = Factor de conversién
FD = Factor de dilucién

200= corresponden a los 100g de muestra mas 100g de HCL procesados

Cualquier mayor a 80 pg/100gr, es considerado valor de riesgo y de acuerdo a la
NOM-242-SSA-2009 el molusco debe ser prohibido para consumo humano. Si
todos los ratones sobreviven a la inyeccion mas de 60 minutos, se reporta como
concentracion menor a (<) el valor obtenido de los célculos de concentracion de

toxina.

5.3.1.2.- Pruebas rapidas Scotia Rapid Testing

Al abrir la prueba, se revisé la fecha de expiracion y el color del desecante que
contenia el paquete, si éste desecante es azul la prueba es utilizable, si es rosa se
descarta y se abre una nueva prueba.

Se marco con un plumén indeleble el identificador de la muestra bajo andlisis sobre
el extremo izquierdo del cartucho. Se dej6é que el buffer de corrida alcanzara la
temperatura ambiente.

El kit incluy6 viales individuales con 400 pl de buffer, donde se afiadieron 100 ul de
extracto de molusco (hasta la linea negra marcada en el dispensador). Y antes de
abrir el vial que contenia el buffer, se mantuvo en posicion vertical con la tapa hacia
arriba y se golpe6 suavemente el vial sobre la mesa tres veces, con la intencién de
gue todo su contenido se ubicara en la parte inferior del tubo, posteriormente se
mezclé insertando la punta de la micropipeta en el liquido, aspirando y evacuando

su contenido en 3 ocasiones. A continuacion se tomaron 100 pl de la mezcla del
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extracto/buffer y se colocaron en el pozo del cartucho identificado como “S”, se
espero6 entre 35 minutos y una hora para leer el resultado y por ultimo se utilizé la
guia “interpretacion de resultados” que acomparfa las pruebas para emitir el

resultado.

/

o
A Negative Result (363)
o}
[15 CT S

A Positive Result YA
)
(o]

j “anine

e

We Recommend Placing Your

Be Safe! Cassette Here for Comparison
Purposes
((?L‘ (o | S
Invalid Test Q@
@y

Figura 4.- Guia de interpretacion de las pruebas rapidas.

Si la linea “T” es mas oscura que la C del POSITIVO, la prueba es NEGATIVA.
Silalinea “T” es igual o mas tenue que la C del POSITIVO, la prueba es POSITIVA.

Si hay dudas en la interpretacion la prueba se considera POSITIVA

Si la linea “C” es igual o mas tenue que la T el INVALIDO, la prueba es INVALIDA.
En este caso, la prueba debe repetirse asegurandose que el pH del extracto sea 3.
En caso de obtenerse el mismo resultado, el proveedor considera que la muestra
contiene un agente desconocido que inhibe la reaccion antigeno/anticuerpo; y debe

emplearse un método de andlisis alternativo.
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5.3.2.- Determinacién de Toxinas lipofilicas y acido domoico

Inicialmente se pesaron 2.00 + 0.05 g de tejido homogenizado en un tubo de
centrifuga de 50 ml, se le agregaron 9.0 ml de metanol al 100% y se homogenizé
con un vortex durante 3 minutos a maxima velocidad, posteriormente se
centrifugaron a 2000 RPM durante 10 min a 20°C y el sobrenadante se transfirié a
un matraz volumétrico de 20 ml. A continuacién, se repitid la extraccion sobre el
pellet agregando otros 9.0 ml de metanol y se homogenizé la muestra por 1 minuto
en un homogeneizador tipo Ultra Turrax™. Ademas se centrifugd nuevamente 10
min a 2000 y 20°C. Asi mismo se transfirio y combiné el sobrenadante con el primer
extracto y hasta completar el volumen a 20 ml con metanol al100%. Finalmente se
filtr6 una alicuota de este extracto a través de un filtro de 0.45 o0 0.2 ym compatible
con metanol y posteriormente se analizaron por cromatografia de liquidos con

deteccién por espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)
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VII.-RESULTADOS
7.1.- Especies potencialmente toxicas
Durante la colecta de agua (julio- febrero 2019), fue posible obtener muestras de los
tres sitios seleccionados en la laguna de Tampamachoco (Ver Figura 2), obteniendo
un total de 30 muestras de agua que fueron revisadas bajo el microscopio, no fue
posible observar bajo el microscopio los individuos pertenecientes a los géneros
Alexandrium, Gymnodinium y Pyrodinium en las muestras de agua de las Lagunas

de Tampamachoco y Tamiahua.

6.2.- Determinacion de toxinas

6.2.1.- Toxinas Paralizantes

6.2.1.1.- Bioensayo en raton

Se analizé un total de cuatro muestras para la Laguna de Tampamachoco de los
meses julio a octubre del organismo completo para el bioensayo en ratén donde la
concentracion que presentaron los ratones fue menor a 39.65 uyg STX eq Kg -1
tejido, no se obtuvieron valores maximos de 80 pg/100gr como establece la NOM
242 ya que todos los ratones sobrevivieron a la inyeccion de un ml del extracto de

musculo de ostidén y su tiempo de muerte fue mayor a una hora.

6.2.1.2.- Pruebas rapidas
En las pruebas rapidas de PSP test strip (Scotia Rapid Testing) para la presencia

de la toxina paralizante en las 30 muestras del organismos completo en los meses
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de julio-noviembre de las lagunas de Tampamachoco y Tamiahua el resultado fue

negativo (Figura 5).

Laguna de Tampamachoco Laguna de Tamiahua
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Figura 5.- Resultados negativos de la prueba rapida de PSP en 30 muestras de
carne de ostién de las dos lagunas.
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6.2.2.- Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Se analizaron muestras de cuerpo completo de ostion por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas donde se analizaron 24 muestras para la
Laguna de Tampamachoco y 24 muestras para la Laguna de Tamiahua. Donde se

obtuvieron las gimnodiminas, espirolidos, pectenotoxinas y acido domoico.

6.2.2.1- Toxinas lipofilicas
Las gimnodiminas (GYM) fueron detectadas en todas las muestras de la laguna de
Tampapmachoco (Figura 6). La concentracion mas altas se detectaron en los meses

diciembre a febrero con una concentracion de 2.78 ug kg-1 a 14.56 ug kg-1.
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Figura 6.- Concentracion de gimnodiminas en ostion (C. virginica) colectados en la
laguna de Tampamachoco.
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Los espirolidos (SPX1), se mostraron en mayores concentraciones en comparacion
con las gimnodiminas (GYM). Posteriormente, las concentraciones mas altas se
presentaron en los meses de julio a septiembre con valores de 2.5 ug kg-1 a 11.39

Mg kg-1 (Figura 7).
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Figura 7.- Concentracion de espirolidos en ostién (C.virginica) colectados en la
laguna de Tampamachoco.

Las pectenotoxinas a diferencia de los espirolidos y gimnodiminas estas solo
presentaron de diciembre a febrero (Figura 8) con concentraciones de 0.15 ug kg-1

a 0.38 pg kg-1.
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Figura 8.- Concentracion de pectenotoxinas en ostion (C.viginica) en la laguna de
Tampamachoco.

En la laguna de Tamiahua, las gimnodiminas se presentaron en la mayoria de las
muestras analizadas (Figura 9). En los meses de agosto y noviembre con

concentraciones de 4.28 ug kg-1y 4.82 ug kg-1.
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Figura 9.- Concentracién de gimnodiminas en ostion (C.viginica) en la laguna de
Tamiahua.

Los espirolidos se presentaron en todos los meses pero con bajas concentraciones
a diferencia de las gimnodiminas (Figura 10). Los valores mas altos fueron en los

meses de septiembre con 1.76 ug kg-1 y octubre con 4.33 ug kg-1.
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Figura 10.- Concentracion de espirolidos en ostién (C.viginica) en la laguna de
Tamiahua.

Las pectenotoxinas a diferencia de las gimnodiminas y los espirolidos estas solo se

presentaron en tres meses (Figura 11), con concentraciones de 0.13 ug kg-1 a 2.87

Mg kg-1.
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Figura 11.- Concentracion de pectenotoxinas en ostion (C.viginica) en la laguna de
Tamiahua.

El 4cido domoico solo se presentd en la laguna de Tamiahua (Figura 12) en los

meses de agosto a noviembre con concentraciones que van de 1.63 ug kg-1 a 14.45

Mg kg-1.
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Tamiahua.
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VIIl.- DISCUSION
En el presente trabajo de investigacion no fue posible encontrar los géneros
productores de biotoxinas marinas en la laguna de Tampamachoco lo que difiere de
los trabajos de Ordufia-Medrano (2012) donde reporto la presencia de Alexandrium
en marzo y abril y Gymnodinium en febrero y mayo. Mientras Pérez-Olmedo (2017)
obtuvo en sus muestras a Gymnodinium en el mes de julio y Alexandrium en junio,
julio, agosto, septiembre y diciembre coincidiendo con algunos meses de muestreo
del presente trabajo y se utilizd la misma metodologia para la tomas de muestras
tanto superficiales como de arrastre, realizando la misma fijacién, pero en diferentes

sitios de muestreo.

Es necesario dar a conocer que se realizé la observacion de las muestras de agua
tanto superficiales como de arrastre por medio de microscopia Optica por el mismo
observador durante toda la fase del estudio. Donde los dinoflagelados productores
de toxinas no fueron encontrados en las lagunas de Tampamachoco y Tamiahua.
Para cumplir con el objetivo de observar las especies potencialmente toxicas se
requeria el empleo de microscopia de barrido para poder observar a detalle las
especies de fitoplancton presentes (Poot-Delgado et al., 2015). Otra afectacion
podria ser la depredacion ya que tiene un efecto directo en la comunidad

fitoplantonica (Rodriguez, 2008).

Las tasas de absorciéon y eliminacion de las toxinas se pueden ver afectadas por la
temperatura y el pH de agua de mar, los cuales influyen en el crecimiento del

fitoplancton y la capacidad del molusco para acumular las toxinas (Webb et al.,
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2013). Los niveles de toxicidad oscilan entre las especies de bivalvos, debido a las
diferencias en los componentes de la toxina retenidos y la tasa de depuracion, ya
que algunas especies depuran toxinas rapidamente, mientras que otras demoran

en desintoxicarse (Deeds et al., 2008).

En el estudio del musculo de ostion de Crassostrea virginica a través del bioensayo
en ratén no se obtuvieron resultados positivos y no rebasaron los limites permisibles
de 80 pg de STX ya que los tiempos de muerte fueron mayores a una hora en
comparacion lo encontrado por Ortiz-Castro, (2013) en donde reporta
concentraciones elevadas de dicha toxina que fluctian entre 163 a 292 pg STX
eg/100 g de tejidos de Choromytilus chorus de bancos naturales, mientras que
Seguel y Sfeir, (2010) reportan concentraciones bajas de 30 ug STX eq 100 g-1y
el limite mas alto 96 pg STX eq. 100 g-1 y estos utilizaron la misma técnica del
bioensayo en raton y encontraron concentraciones elevadas de la toxina paralizante
esto se debe al método de muestreo, el area de estudio y las variables ambientales,
en algunas ocasiones no es necesaria una proliferacién masiva de las especies para
que estas representen un peligro real para la salud humana. De las 2,000 especies
conocidas de dinoflagelados aproximadamente 60 especies producen potentes

toxinas citoliticas, hepatotoxicas o neurotoxicas (Gomez et al., 2011).
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Otro punto a considerar es el tamafio y la especie del bivalvo estudiado ya que de
estos factores dependen las tasas de filtracibn de alimento, la cual afecta su
capacidad de acumular y biotransformar toxinas (Wu et al., 2015) y en el presente
estudio no se cuenta con este dato, solo se pesaron los gramos necesarios para los
bioensayos pero afios anteriores Vidal-Brisefio et al., 2015 reportd para la laguna
de Tampamachoco una talla promedio de 57.18 cm y para la laguna de Tamiahua

fue de 53.57 cm.

El bioensayo en ratén presenta diversos inconvenientes, como la necesidad de
mantener una colonia de ratones, la variabilidad del resultado en funcion de la
especie de raton, el peso que se necesita, la cantidad de tiempo consumido para
llevar a cabo el bioensayo y la cantidad de sacrificios de animales que implica y
unas de las ventajas del bioensayo en raton es que garantiza la seguridad del
alimento, puesto que se pueden detectar nuevas toxinas y analogos, por lo que es
el método mas utilizado para los programas de monitorizacion y proteccion de la
salud de los consumidores (Alfonso-Méndez, 2008). El bioensayo en ratén reporta
poca informacion sobre el perfil de toxinas, pero es capaz de informar sobre la
toxicidad total de la muestra del tejido de ostién utilizada y todo esto sumado a las
presiones éticas sobre el uso de animales en investigacién ha logrado que se
planteen métodos analiticos alternativos (Hartung, 2010).

Las pruebas rapidas ligadas a enzimas (ELISA) son un tipo de ensayo bioquimico
que utiliza anticuerpos generados por el analito de interés, y la deteccion se

manifiesta con un cambio de color en la prueba, se ha avanzado con una gama de
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ensayos para la saxitoxina y varios de sus analogos que utilizan formatos directos

e indirectos, con anticuerpos policlonales y monoclonales (Cusick y Sayler, 2013).

La técnica ELISA ha sido bien desarrollada a lo largo de los afios, y estan
disponibles varios kits comerciales que ofrecen importantes ventajas, como su facil
uso, su alto rendimiento y se ha descubierto una correlaciéon entre ELISA y el
bioensayo en raton en algunos estudios, como ya se ha expuesto, el perfil de toxinas
puede llegar a ser complejo, por lo que una de las preocupaciones con esta técnica
es la reactividad cruzada dentro de los diferentes derivados, que se da cuando un
mismo anticuerpo es capaz de reconocer distintos analitos presentes en la muestra
(Rey-L6pez, 2017). ElI numero de falsos positivos encontrados con las pruebas
rapidas es muy elevado, Debido a estas desventajas, se recomienda que los
meétodos ELISA se utilicen como herramientas de deteccion en lugar de ensayos de
cuantificacion (Humpage et al., 2010). Con esta técnica los resultados fueron
negativos para ambas lagunas, es un método rapido pero con estas pruebas no se
puede saber la cantidad de toxina que se encuentra en el musculo de ostion, solo

indica si esta presente o no.

En la unién Europea, el método de referencia para la deteccién de toxinas lipofilicas
es el método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC
MS/MS), esta técnica debe ser aplicada como método de referencia y se utiliza en
analisis rutinarios puesto que su ventaja es que los métodos LC-MS/MS son

meétodos confirmatorios (Rey-Lopez, 2017).
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Se detectaron en el ostion C. virginica diferentes toxinas de tipo lipofilico por medio
de cromatografia acoplada a un espectrometro de masas para la laguna de
Tampamachoco; se encontraron espirolidos los cuales son producidos
gimnodiminas y pectenotoxinas, mientras que para la laguna de Tamihua se
encontraron los espirolidos, gimnodiminas y pectenotoxinas y el &cido domaico. Se
detectaron a los espirdlidos, ginmodiminas y acido domdico en general las
concentraciones de estas toxinas fueron bajas, las cuales no alcanzaron las
concentraciones indicadas en la NOM 059 y no se observé presencia de las

especies productoras durante el periodo de muestreo.

Los espirolidos y las gimnodiminas son producidos por el dinoflagelado Alexandrium
ostenfeldii (Wiese et al., 2010), esta especie no fue posible encontrarla en las
muestras de agua, pero las toxinas estuvieron presente en ambas lagunas. Esta
especie productora de la toxina no se ha reportado en ninguna laguna, solo se
encontro la especie Alexandrium compressum y el género Alexandrium en los
meses de marzo y abril (Ordufia-Medrano, 2012. Mientras que. Pérez-Olmedo, 2017

reporto quistes Alexandrium en los meses de junio a septiembre.

Las Pectenotoxinas son producidas por dinoflagelados de diferentes especies.
Dinophysis fortii, D. acuminata (Mackenzie et al., 2005; Blanco et al., 2007), D. acuta
(Suzuki et al., 2003) y D. caudata (Fernandez et al., 2006). Esta toxina fue en
contratada en ambas lagunas en los meses de diciembre a febrero y para
Tampamachoco se ha reportado D. caudata por Ordufia-Medrano, 2012 en los

meses de febrero a diciembre, y por Pérez-Olmedo, 2017 de enero a septiembre y
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reportando a D. acuminata en marzo, junio y agosto. Para la laguna de Tamiahua
solo ha sido reportada D. caudata en los meses de mayo, noviemnbre 1996, marzo

mayo Yy octubre 1997 (Figueroa-Torres y Weiss-Martinez, 1999)

El acido domoico solo se present6 en la laguna de Tamiahua en los meses de
agosto a noviembre esta toxina es producida por el género Pseudo-nitzschia
(Trainer, et al., 2012), este género no ha sido reportada para la laguna de Tamiahua

y no se encontrd en las muestras de agua recolectadas.

Este estudio constituye hasta ahora el primer reporte para la deteccion en musculo
de ostién Crassostrea virginica la presencia de biotoxinas marinas para el Golfo de
México aunque los niveles que se encontraron en el musculo de ostién son
relativamente bajas, no se puede excluir la posibilidad de un aumento de sus

concentraciones en el futuro.
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IX.- CONCLUSIONES

El presente estudio no se encontraron las especies potencialmente toxicas en las

muestras de agua estudiadas a través de las técnicas de microscopia optica.

En ambas metodologias utilizadas para la deteccion de toxinas paralizantes

arrojaron resultados negativos

Mediante LC-MC/MC se detectaron tres grupos de toxinas lipofilicas: espirolidos,

gimnodiminas, pectenotoxinas y acido domoico.

Al observar los resultados del presente estudio con respecto a la NOM-242-SSA1,
los valores obtenidos de las biotoxinas marinas fueron menores a los valores

maximos permisibles establecidos.

Sin embargo, es importante tener en cuenta la existencia de estos compuestos en
las lagunas de Tampamachoco y Tamiahua, dada la presencia de la toxina
amnésica en moluscos (acido domoico), el cual se registra como el primer reporte
de esta sustancia en estas latitudes. Asi como la presencia de pectenotoxinas, los
espirolidos y las gimnodiminas de los cuales no se han realizado estudios para
conocer su toxicidad para los humanos. Sin embargo, este hallazgo debe estudiarse
cuidadosamente en futuras investigaciones, que estaran directamente relacionadas

con la disponibilidad de los estandares de referencia de toxinas.
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X.- APLICACION PRACTICA DEL TRABAJO
En la ostricultura, es ideal tener un buen manejo del recurso pesquero y planes de
vigilancia sanitaria. Sin embargo, esto no puede ser factible sin antes realizar un
diagnostico del estado de los bancos de extraccion de ostidn especialmente con
respecto a las biotoxinas marinas que son transmisibles a humanos. En este
sentido, los monitoreos ambientales son una herramienta de diagndéstico y
obtencion de informacidén que nos permite, entre otras cosas, conocer el estado del

recurso, la presencia y prevalencia de las biotoxinas marinas en C. virginica.

Con respecto a la produccién del ostién se debe conocer el estado de la poblaciéon
asi como las artes de pesca que son utilizadas para su extraccion. Es importante
realizar estudios que lleven a relacionar la presencia de biotoxinas marinas en la
zona de extraccion utilizando los métodos analiticos para desarrollar en nuestro pais
lineas de investigacion para el estudio de las biotoxinas marinas, desde el punto de
vista bioldgico, bioquimico y oceanogréafico para evaluar los factores que afectan la

calidad sanitaria y por ende a los consumidores.

El presente estudio aporta informacion acerca de la presencia o ausencia de las
biotoxinas marinas en los bancos ostricolas de Tamiahua y Tampamachoco, estos
datos pueden ser utilizados para promover la adopcién de medidas dirigidas a la
disminucién de estas toxinas en los ostiones tales como: un monitoreo permanente

de las toxinas en los bancos ostricolas y sitios de venta a través de técnicas
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sensibles y especificas. Lo anterior es debido a que en la zona costera de Veracruz
el diagnéstico de estas toxinas es incipiente y no se cuentan con laboratorios
certificados para el diagnéstico de estas sustancias y que se pueda evitar la

presencia de toxinas en ostiones destinados al consumo humano.
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XIV.- ANEXO

Cuadro 1.- Tabla de Sommer que muestra la relacion del tiempo de muerte: unidad
de raton para las toxinas paraliticas de moluscos (PSP).

Tiempo muerte Unidades ratdn Tiempo musne Unidades raton
1:00 (Luln} 5-00 182
10 gg.2 il 1.88
15 333 10 1.86
20 28 .4 15 1.83
25 20.7 20 1.80
30 18.5 30 1.74
35 13.9 40 1.82
40 11.8 45 1.67
45 10.4 &0 1.84
50 933
55 842 6-00 1.80
i5 1.54
2:00 767 an 148
5 704 45 1.43
10 g.52
5 g.0g 7-00 1.28
20 568 i5 1.25
25 532 30 1.31
30 5.00 45 1.28
5 &7
40 £.43 E-00 1.25
45 428 i5 1.22
50 4 08 0 1.20
5 3ea 45 1.18
3.00 370 2-00 1.16
05 357 30 1.13
10 343 10:00 1.11
15 33 30 1.02
20 319
5 3.0a 11:00 1.075
30 208 30 1.06
35 2Ee3
40 279 12:00 1.05
5 271 13 1.03
50 263 14 1.015
5 2,58 15 1.000
[+ 0.2
4:00 2.50 17 0.2&
5 244 18 0ey2
10 2.3a 2 0.aas
5 232 20 025
20 2.2a 21 0.a54
25 221 x2 0843
0 218 23 0.p42
5 212 24 0837
40 203 25 0.e34
45 204 a0 oe1s
50 2.00 40 0.e9a
5 1.88 L] 0.B75
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Cuadro 2. Tabla de correccidon de pesos para la cuantificacion de PSP por
bioensayo en raton (NOM 059)

Pesos UR Pesos UR Pesos UR
17.0 0.88 19.0 0.97 21.0 1.03
17.1 0.885 19.1 0.973 21.1 1.032
17.2 0.89 19.2 0.976 21.2 1.034
17.3 0.895 19.3 0.979 21.3 1.036
17.4 0.90 194 0.982 21.4 1.038
17.5 0.905 19.5 0.985 21.5 1.04
17.6 0.91 19.6 0.988 21.6 1.042
17.7 0.9015 19.7 0.991 21.7 1.044
17.8 0.92 19.8 0.994 21.8 1.046
17.9 0.925 19.9 0.997 21.9 1.048
18.0 0.93 20 1.0 22.0 1.05
18.1 0.934 20.1 1.003 22.1 1.052
18.2 0.938 20.2 1.006 22.2 1.054
18.3 0.942 20.3 1.009 22.3 1.056
18.4 0.946 20.4 1.012 22.4 1.058
18.5 0.95 20.5 1.015 22.5 1.06
18.6 0954 20.6 1.018 22.6 1.062
18.7 09.58 20.7 1.021 22.7 1.064
18.8 0.962 20.8 1.024 22.8 1.066
18.9 0.966 20.9 1.027 22.9 1.068

23.0 1.07

En el desarrollo de la estandarizacion de la prueba control se encontr6é en primera
instancia que la dilucion madre mostré un tiempo de muerte de 5y 7 minutos, donde
el ratén (rl) tuvo un tiempo de muerte de 6:21 min y el raton (r5) el de mayor tiempo
que fue de 7:38 min (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
Posteriormente se obtuvo un valor de la mediana de muerte de 1.390 y todos los
ratones del bioensayo presentaron signos clinicos como paralisis muscular
extendida, disnea, muerte por paralisis respiratoria (jError! No se encuentra el

origen de la referencia.).
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Cuadro 3.- Calculo de factor de conversion de la dilucién estandar.

N° Peso | Inoculacion Ultima Muerte
raton exhalacién
r2 20.24g | 0:00s 7:23 min 7:23 min
r5 19.88g | 0:50s 8:28 min 7:38 min
ro 20.94 g | 1:45 min 8:35 min 6:50 min
r8 19.71g | 2:18 min 9:28 min 7:10 min
rl 20.72 g | 4:07 min 10:28 min 6:21 min
Cuadro 4.- Célculo del factor de conversion de dilucién
Unidad | Correccion | Unidades | Ordenamiento | Mediana Signos
raton por peso de Ratén de datos URC | delas clinicos
(UR) Corregidas URC
(URC)

1.328 1.006 1.336 1 Paralisis
muscular
extendida,
disnea,
muerte  por
paralisis
respiratoria

1.294 0.997 1.390 3 1.390 Paralisis
muscular
extendida,
disnea,
muerte  por
pardlisis
respiratoria

1.417 1.027 1.455 4 Paralisis
muscular
extendida,
disnea,
muerte  por
paralisis
respiratoria

1.363 0.991 1.351 2 Paralisis
muscular
extendida,
disnea,
muerte por
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paralisis
respiratoria

1.516 1.021

1.548

5 Paralisis
muscular
extendida,
disnea,
muerte  por
paralisis
respiratoria

El valor del FC se utilizé para calcular el limite de cuantificacion que result6é ser de

39,65 ug STX /100g, en la prueba control.

Cuadro 5.- Célculo FC final y del limite de cuantificacién

FC PROMEDIO

LIMITE DE CUANTIFICACION

FC= STX diluida = 0.333 =

0.2395
MURC

1.390

LC=URCXxFCx200

LC= (0.8278)(0.2395)(200)= 39.65 ug STX eq Kg
-1 tejido
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Cuadro 6.- Valores de temperatura, pH, salinidad en los meses de Julio-febrero
2019 en los tres bancos de extraccion de la laguna de Tampamachoco

Meses Bancos de ostidn pH Salinidad ppm Temperatura
°C

Restringa 7.33 29 ppm 29.4°C

julio Pipiloya 6.92 30 ppm 29.4°C
Punta de madero 6.92 27 ppm 31°C
Restringa 7.02 29 ppm 29°C

agosto Pipiloya 6.94 27 ppm 29.6°C

Punta de madero 6.79 25 ppm 30.2°C
Restringa 7.05 29 ppm 30°C

septiembre | Pipiloya 6.94 27 ppm 30.5°C

Punta de madero 6.59 26 ppm 30.5°C
Restringa 7.66 29 ppm 29°C
octubre Pipiloya 7.71 28 ppm 29°C
Punta de madero 7.6 27 ppm 30°C
Restringa 7.05 30 ppm 30°C
noviembre Pipiloya 6.94 29 ppm 31°C
Punta de madero 6.59 27 ppm 31°C
Restringa 7.24 30 ppm 23°C
diciembre Pipiloya 7.22 31 ppm 22°C
Punta de madero 7.25 31 ppm 22°C
Restringa 7.66 25 ppm 25°C
enero Pipiloya 7.71 26 ppm 26°C
Punta de madero 7.6 25 ppm 26°C
Restringa 7.5 28 ppm 27°C
febrero Pipiloya 7.8 28 ppm 28°C
Punta de madero 7.8 28 ppm 28°C
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Cuadro 7. Valores de temperatura, pH, salinidad en los meses de Julio-febrero 2019

en los tres bancos de extraccidn de la laguna de Tamiahua

Meses Bancos de ostion pH Salinidad ppm | Temperatura
°C
Palma 7.16 32 ppm 29°C
julio lagartos 7.25 32 ppm 29°C
Panzacolas 7.25 32 ppm 30°C
Palma 7.05 30 ppm 28°C
agosto lagartos 6.98 29 ppm 28°C
Panzacolas 7.2 29 ppm 29°C
Palma 7.2 30 ppm 29°C
septiembre lagartos 7.18 31 ppm 29°C
Panzacolas 7.18 31 ppm 28°C
Palma 7.20 30 ppm 28°C
octubre lagartos 7.05 30 ppm 29°C
Panzacolas 7.05 30 ppm 29°C
Palma 7.06 32 ppm 28°C
noviembre lagartos 7.17 31 ppm 27°C
Panzacolas 7.18 31 ppm 28°C
Palma 7.16 32 ppm 21°C
diciembre lagartos 7.25 32 ppm 21°C
Panzacolas 7.25 32 ppm 21°C
Palma 7.18 30 ppm 22°C
enero lagartos 7.20 30 ppm 22°C
Panzacolas 7.20 30 ppm 22°C
Palma 7.15 31 ppm 22°C
febrero lagartos 7.18 31 ppm 22°C
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Panzacolas

7.18

31 ppm

22°C
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