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RESUMEN

En el presente trabajo se analizaron las toxinas del VPM (STX, neoSTX, GTX-
4/GTX-1, GTX-5 y GTX-3/GTX-2) mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
con deteccion fluorescente en linea (HPLC-FLD), y toxinas Lipofilicas (AO y DTX-
1, AZA-1, PTX-2 y YTX) por medio de cromatografia liquida con espectrometria de
masa (LC-MS/MS) a 91 muestras recolectadas en el sector de Islas Huichas,
Region de Aysén. Las especies estudiadas correspondieron a un total de 9
invertebrados marinos correspondientes a: Venus antiqua, Aulacomya ater, Gari
solida, Mytilus edulis chilensis, Choromytilus chorus, Tagelus dombeii,
Concholepas concholepas, Argobuccinum ranelliformes y Austromegabalanus
psittacus a los cuales se les determiné sus perfiles toxicos y concentraciones de

las toxinas presentes.

Los resultados obtenidos de las toxinas constituyentes del VPM evidenciaron
que el 82,4% del total de muestras analizadas sobrepasaron el limite permitido
establecido como norma sanitaria de 80 uyg STX eq/100 g de carne de molusco,
identificandose a la especies Gari solida y Argobuccinum ranelliformes con los
niveles toxicos mas altos dentro del analisis, correspondientes a 7.092 ug STX

eq/100 gy 4.955 ug STX eq/100 g respectivamente.

El perfil de toxinas paralizantes estuvo dominado por las Gonyautoxinas

(GTXs) de las cuales los epimeros GTX-3/GTX-2 correspondieron al 93,4% del

XXII



total de las toxinas analizadas, seguidos por GTX-5 en un 89,6% y GTX-4/GTX-1

con un 54,2%.

En el caso de las toxinas lipofilicas se logré determinar la presencia de AO,
DTX1, AZA-1, PTX-2 y YTX mediante LC-MS/MS en las muestras de
invertebrados marinos. De todas las toxinas analizadas AZA-1 fue la que se
presento en un mayor numero de muestras (61,5%), seguido por YTX-1 (41,8%),
DTX-1(29,7%) y finalmente AO y PTX-2 ambas con un 26,4%. Sin embargo, la
toxina que se detecto en mayor concentracion correspondiéo a DTX-1 con valores
promedio de 345,7 ug/kg (Choromytilus chorus), toxina que en la mayoria de los

casos se identifico junto al isémero de AO en los perfiles analizados.

Se determind la presencia simultanea de toxinas paralizantes y toxinas
lipofilicas dentro de un mismo recurso. Ademas, de detectar la presencia de
nuevas toxinas (AZA-1, PTX-2 y YTX) en recursos a los que nunca se les habia
asociado toxinas de este tipo, revelando el potencial riesgo para la salud de las
personas y las actividades econdmicas asociadas a la extraccion de recursos
marinos, por lo que es necesario el inicio de nuevos estudios para la

determinacién de estas toxinas y la fiscalizacion de las especies en explotacion.
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INTRODUCCION

Las microalgas del plancton son parte importante de los ecosistemas
marinos a nivel mundial, pues a través de su capacidad de realizar fotosintesis
aportan el 95% del oxigeno atmosférico y el 90 % de la materia organica en los
océanos (Avaria 1999). Las microalgas se distribuyen practicamente en todos
los sistemas acuaticos del mundo, encontrandose mayoritariamente en las
primeras capas de la columna de agua debido a la alta incidencia de luz,
siendo mas abundantes en las zonas costeras que en las oceanicas (Guzman
& Suarez 1998). Las comunidades fitoplanctonicas son muy diversas y
variadas siendo las clase mas dominantes por su incidencia las
Bacillariophyceae (diatomeas), Dinophyceae (dinoflagelados) y
Prymnesiophyceae (cocolitoféridos), Cryptophyceae, Clorophyceae,
Raphydophyceae y Euglenophyceae, constituyendo la mayor parte del
nanoplancton (2 - 20um) y microplancton (20 - 200 ym). En ocasiones cuando
los factores primarios o limitantes (luz y nutrientes) y secundarios o
reguladores (salinidad, temperatura y pastoreo de zooplancton) son 6ptimos,
ciertas especies producen floraciones algales las cuales pueden causar
discoloraciones en el agua a concentraciones de 10° célxI”" (Reguera 2003),
situacion que en la mayoria de los casos es beneficioso para la acuicultura y

las pesquerias de recursos marinos.



De las 5.000 a 10.000 especies de microalgas (Sournia et al 1991; Shimizu
1993) solo 45 especies, incluyendo las cianobacterias, pueden producir
floraciones algales del tipo nocivas (FANs) (en inglés “Harmful Algal Blooms” o
su acréonimo HAB), debido a que el florecimiento conlleva la produccion de
toxinas (ficotoxinas), las cuales son acumuladas en moluscos, como por
ejemplo bivalvos filtradores (Garcia et al 2004, Valreltzis & Undelan 2008,
Bauder et al 2001, Torgersen et al 2008) y que al ser consumidos por el ser

humano generan efectos téxicos (Lagos 1998, Danaras 2001).

Las ficotoxinas, pueden acumularse en varias tipos de animales marinos,
como peces, cangrejos y todo tipo bivalvos filtradores tales como Choritos,
Cholgas, Almejas, Navajuelas y Ostiones. En bivalvos, dada la alta capacidad
de filtracibn que poseen, pueden acumular las ficotoxinas en grandes
cantidades en sus glandulas digestivas sin causarles efectos adversos a estos
mismos. Sin embargo, cuando los mariscos contaminados con cantidades
significativas de este tipo de ficotoxinas son consumidos por animales o
personas, estos pueden generar intoxicaciones severas. A nivel mundial,
intoxicaciones de éste tipo de ficotoxinas bordean los 60.000 casos por ano,
sumandose a ello el alto impacto de dafio a nivel ecolégico, medio ambiental y
economico debido al efecto sobre areas de desarrollo turistico, recreacional y
la industria miticola y acuicola (Gerssen et al. 2010). En Europa, las pérdidas
anuales estimadas por el efecto de las FAN, en el area del turismo es de

aproximadamente 700 millones de euros y aproximadamente 116 millones de



euros en la industria mitilicola (Morgan et al. 2009). Con el objetivo de evitar las

intoxicaciones por el consumo de mariscos con ficotoxinas y mitigar sus

efectos nocivos, entidades internacionales han desarrolla normas, legislaciones

y programas de monitoreo (European Union 2011).

Hallegraeff (1995) ha clasificado las FAN segun el problema que ocasionen,

destacando 3 tipos:

1.

Floraciones de especies no toxicas, que pueden producir decoloraciones
inocuas del agua, que en casos excepcionales pueden crecer a
densidades tales que pueden provocar la disminucion del oxigeno
disuelto en el agua afectando a todos los organismo marinos.
Floraciones de especies no toxicas para los humanos, pero que danan a
peces e invertebrados, en especial en sistemas intensivos acuicolas, y
Floraciones de especies que producen toxinas que por intermedio de
cadena alimenticia pueden afectar al ser humano siendo los principales
venenos de microalgas descritos hasta la fecha y que se agrupan en las

siguientes categorias (Toyofuku 2006):

Grupo Azaspiracidos (AZA): Veneno azaspiracido (AZP)

Grupo de Brevetoxinas: Neurotoxinas producidas por el
dinoflagelado Karenia brevis y que se denomina Veneno Neurotoxico
de Moluscos (VNM) o NSP (de su sigla en inglés).

Grupo de Iminas ciclicas: incluye gymnodimina, spirolidas,

pinnatoxinas, prorocentraloides y spirocentrimina.
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e Grupo del acido Domoico (AD): Veneno Amnésico de Moluscos
(VAM) o ASP (en inglés).

e Grupo del Acido Okadaico (AO): Veneno Diarreico de Moluscos
(VDM), incluye el AO y sus derivados las Dinofisistoxinas (DTXs).

e Grupo de las Pectenotoxinas (PTXs): Producidas por los
dinoflagelados Dinophysis fortii, D. acuta, D. acuminata, D. caudata,
D. novergica. Incluyendo a la fecha las formas toxicas PTX-1, 2, 3, 4,
6,7, 8,9y 11.

e Grupo de Saxitoxinas (STX): Veneno Paralizante de Moluscos
(VPM), producidas por dinoflagelados del género Alexandrium sp y
Gymnodinium, que igualmente pueden ser producidas por
cianobacterias de agua dulce.

e Grupo de Yessotoxinas (YTX): Producidas por la especie
Protoceratium reticulatum.

De este grupo de toxinas descritas dos estan presentes en nuestro pais, VDM y
VPM, las que se encuentran distribuidas entre la Regién de los Lagos y la Region
de Magallanes y la Antartica chilena. Adicionalmente se ha descrito la potencial
existencia de VAM debido a la frecuente floracion de Pseudo-nitzchia australis en
aguas chilenas (Lagos 1998), Pectenotoxinas en Dinophysis acuminata (Blanco et
& Uribe 2007) y recientemente se ha detectado Azaspiracidos a niveles bajo la

norma en muestras de Ostiones y Choritos (Lopez-Rivera et al. 2010).



Floraciones Algales Nocivas en Chile

Las floraciones de algas nocivas (FAN) ocurren con una creciente frecuencia y
en extensas areas costeras del planeta, incluyendo Chile, produciendo cada afio
mas de 2.000 casos de intoxicaciones en humanos con un 15% de mortalidad. Los
impactos econdmicos negativos se generan por reduccidn de la extraccién de
recursos marinos, aumento de exclusién laboral, disminucién del mercado interno
y menor exportacion de los recursos generados por pérdida de confianza en los

productos alimenticios (Guzman & Suarez 1998).

Uno de los problemas mas importantes que afecta la comercializacion de
mitilidos tanto de ambiente natural como de -cultivos, es la presencia de
florecimientos nocivos de microalgas en las zonas de cultivo y bancos naturales.
Por sus habitos alimentarios las especies filtradoras son capaces de acumular las
sustancias toxicas generadas por algunas microalgas (Lagos 1998). Este efecto se
evidencio de forma drastica el afio 2002, cuando las toxinas del VPM afectaron la
zona de Chiloé y aun mas en los ultimos afos al ser detectados las toxinas
diarreicas y los nuevos grupos lipofilicos como PTXs y YTXs (Garcia et al 2004,

2005 y 2010).

Veneno Paralizante de Moluscos (VPM)

El Veneno Paralizante de Moluscos (VPM), se encuentra formado por mas de
26 isomeros toxinas de naturaleza no proteica, las que presentan un nucleo
comun denominado Tetrahidropurina (Figura 1). Quimicamente, estas toxinas se

dividen en tres grupos de acuerdo a la carga neta que presentan a pH neutro.
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Estos grupos corresponden a: grupo de las saxitoxinas (STXs) con carga neta +2,
grupo de las Gonyautoxinas (GTXs) con carga neta +1, y el grupo de
sulfocarbamoilsaxitoxina (C1-C4) con carga neta 0 (Schantz et al. 1975, Oshima

1995b, Onodera et al. 1997).

5TX = Saxtixona
neosSTX = nepSaxitoxing

GTX = Gonyaulotoxinas
de = decarbamoyl
do = gdeoxidecarbamoy

OH
R4:-0CNHz  R4:-OCNSO3

H H H 5TX GTX5(B1) deSTX doSTX
oH H H neosTX GTX6(B2)  dcneoSTX

OH  0S05 H GTX1 €3 doGTX1 dOGTX2
H 0503 H GTX2 C1 deGTX2 dnGTX3
H H 0504 GIX3 c2 dcGTX3

OH H 0503 GTX4 ¢4 deGTX4

Figura 1. Estructuras quimicas del las toxinas del Veneno Paralizante de

Moluscos (VPM).

En el mar, este tipo de toxinas son sintetizadas por dinoflagelados de los
géneros, Alexandrium spp, Pirodynium sp, y Gymnodinium spp (Hall et al. 1990,

Hallegraef 1993, Yasumoto & Murata 1993, Oshima 1995b), y en agua dulce, por
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cinco especies de cianobacterias: Aphanizomenon flos-aquae, Anabaena
circinalis, Lyngbya wollei, Cylindrospermopsis raciborskii y Planktothrix sp.
(Falconer 1996, Onodera et al. 1997, Lagos et al. 1999, Pereira et al. 2000,
Oshima 1999). Estas toxinas son acumuladas por moluscos bivalvos filtradores
tales como la Cholga (Aulacomya ater), Choritos (Mytilus edulis chilensis),
Culengue (Gari solida); y por moluscos gasteropodos carnivoros como el Loco
(Concholepas concholepas) y el Caracol del sur (Argobuccinum ranelliformes). En
el caso de los organismos filtradores los cuales son capaces de concentrar estas
toxinas, se les denomina transvectores y al ser consumidos por el hombre
producen la enfermedad paralitica aguda la cual presenta un cuadro clinico de
muy variable intensidad y duracion (Long et al. 1990, Lépez et al. 1992, Gerssner

et al. 1997). Los sintomas mas frecuentes de menor a mayor intensidad son:

Parestesias peribucales, facial y de manos.

e Debilidad muscular cervical.

o Disfagia y disfonia.

e Dificultar para deambular.

e Nauseas, vomitos, broncoaspiracion.

e Paralisis respiratoria.

e Compromiso del sistema nervioso autbnomo.



Por otra parte, existe la posibilidad de biotransformaciones de las toxinas a lo
largo de su transmision a través de la cadena trofica, mediante diferentes
procesos metabdlicos, de tal forma que la composicidn toxica de los transvectores,
y por lo tanto de los mariscos, puede diferir de las microalgas productoras de las

toxinas (Oshima 1995a).

El mecanismo de accion de las toxinas del VPM esta bien descrito a nivel
molecular. Su receptor farmacoldgico es la proteina intrinseca de membrana
conocida como el Canal de Sodio dependiente de Voltaje. Las toxinas del VPM
actuan uniéndose reversiblemente, con altisima afinidad (en concentraciones de
1x10'9M) a su sitio de unién en el canal de sodio, bloqueando el paso de iones

sodio hacia el interior de la célula (Schantz et al. 1975).

Las toxinas del VPM, debido a sus caracteristicas estructurales (sustituciones
en sus radicales) presentan también diferentes afinidades por su receptor, por
esto, cada una de estas toxinas presenta una toxicidad especifica caracteristica
expresada en Unidades Ratén (MU, mouse units) por umol de toxina (MU/ pmol).
Esta toxicidad especifica, determinada para cada toxina pura, permite transformar
las unidades de masa (cantidad neta de toxina medida por HPLC) en una toxicidad
equivalente en MU, de tal manera que se puede calcular la toxicidad de una

muestra de molusco y expresarla en unidades equivalentes (Oshima 1995b).

A su vez, la regulacion de la comunidad europea aceptada por la Organizacién

Mundial de Comercio, para el comercio y consumo de molusco establece que: “El



nivel de VPM en las partes comestible de los mariscos no debe exceder los 80 ug /
100 g de carne determinado por el bioensayo ratén que puede estar asociado con

un método quimico reconocido” (European Union 2011).

Veneno Diarreico de Moluscos (VDM)

El Veneno Diarreico de Moluscos esta constituido por el acido okadaico (AO) y
dinofisistoxinas (DTXs), toxinas lipofilicas, que corresponde a un grupo de

macrolidos poliéteres trans-fusionados de acidos grasos de cadena larga.

El VDM es conocido por producir un cuadro clinico gastrointestinal severo que
se provoca por el consumo de mariscos contaminados con toxinas producidas por
dinoflagelados planctonicos del género Dinophysis sp (figura 2) y bentdnicos como
Prorocentrum sp (Suzuki et al. 1999). El primer caso de intoxicacion por consumo
de moluscos se produce en Holanda en 1960 (Kat 1979). Sin embargo, la primera
intoxicacién asociada a VDM ocurre en Japon en el aino 1976, donde 42 personas

resultaron intoxicadas por el consumo de moluscos (Yasumoto et al. 1978).



Figura 2. Microscopia 6ptica de: A. Dinophysis acuta y B. Dinophysis acuminata.

La barra corresponde a 10 micrones (tomado de Lembeye 2006)

La distribucion de VDM es mundial, detectandose en paises tales como Japon,
Noruega, Dinamarca, Alemania, Irlanda, Inglaterra, Tailandia, India, Australia,
Nueva Zelanda, Brasil, México, Canada, costa oeste de los Estados Unidos y
Chile (Gessner et al. 2010), pais en donde la primera intoxicacién por VDM se
produjo en 1970 en el estuario de Reloncavi, Regién de los Lagos (Muioz et al.

1992).

Las toxinas diarreicas, compuestos poliéteres liposolubles y termoestables son
acumulados en los tejidos de los bivalvos como Chorito (Mytilus edulis chilensis),
Cholga (Aulacomya ater), Almeja (Venus antiqua), Navajuela (Tagelus dombeii),
Macha (Mesodesma donacium), y gasteropodos como Locos (Concholepas
concholepas) y Caracol locate (Thais chocolate) (Gonzalez 2003). A la fecha se

han identificado 3 tipos de toxinas productoras del VDM, acido okadaico (AO),
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Dinofisistoxina-1 (DTX-1) y Dinofisistoxina-2 (DTX-2) (Fig. 3). Este tipo de toxinas
son potentes inhibidores de las serina/treonina proteina fosfatasa 1 (PP-1)y 2 A
(PP-2 A), enzimas que estan involucradas en la mayoria de las vias metabdlicas,
demostrandose ademas ser potentes promotores de tumores (Suganuma et al.

1988, Fujiki et al. 1988).

Acido Okadaico  (AO) R1=H, R2=H R3 =CH3
Dinophysistoxina-1 (DTX-1) R1=H, R2=CH3 R3 =CH3
Dinophysistoxina-2 (DTX-2) R1=H, R2 =CH3 R3=H
Dinophysistoxina-3 (DTX-3) R1=Acyl R2=CH3 R3=CH3

Grupo Acyl Tipico \n/\/\/\/\/\/\/\/

O

Figura 3. Estructura quimica del AO y sus derivados.
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7-O-acyl derivados de DTX-1

En los bivalvos, las toxinas del VDM sufren modificaciones quimicas por accion
directa de enzimas que contienen los bivalvos. De esta forma, Dinofisistoxina-1
(DTX-1) es esterificada en el grupo hidroxilo del carbono 7 mediante una reaccion
enzimatica, generando la adicion de acidos grasos de longitudes variables, que
pueden ir desde acido tetranoico (C14:0) al acido docosahexanoico (C22:6m 3)
(Torgensen et al, 2008). Cuando en la esterificacion de DTX-1, se involucra el
acido palmitico, adquiere el nombre de 7-O-acyl-palmitoyl-DTX-1, adquiriendo el
nombre mas comunmente conocido de Dinofisistoxina-3 (DTX-3) (Suzuki et al.
1999) (Fig. 4). Esta nueva variedad téxica no produce actividad inhibitoria sobre la
Proteina Fosfatasa PP-2. Sin embargo, DTX-3 al ser hidrolizada por enzimas
digestivas tales como lipasas y algunas esterasas, renueva su forma quimica
original, esto es DTX-1, generando el cuadro téxico caracteristico de una

intoxicacién con VDM (Suzuki et al.1999, Garcia et al. 2005, Garcia et al. 2006).
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Hidrolisig
(inhibicidn PP2A)

Esterificacion
hivalvos
(no inhibicion PP2A)

DTXA1 DTX-3

Figura 4. Estructura quimica y plegamiento de DTX-1y DTX-3
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Toxinas lipofilicas asociadas al Veneno Diarreico de Moluscos (VDM)

La toxicidad es un factor en comun que poseen las ficotoxinas, lo que permite
agruparlas segun propiedades fisicoquimicas y por el tipo de efecto que produce
en el ser humano. Las toxinas lipofilicas poseen propiedades de solubilidad
comunes, por lo que es posible extraerlas juntas, haciendo que el bioensayo que
es uno de los métodos de certificacion mas extendidos a nivel mundial, sea de
poca especificidad y sensibilidad. Las toxinas lipofilicas que generalmente se
asocian con el VDM corresponde a los Azaspiracidos (AZA), Pectenotoxinas (PTX)
y las Yessotoxinas (YTX), las cuales poseen mecanismos de accion especificos y

diferentes del AO y DTXs (Gerssen et al. 2010).

Azaspiracidos (AZA)

Los azaspiracidos son toxinas descubiertas recientemente asociadas con la
intoxicacién por mariscos contaminados con VDM. Se detectaron por primera vez
en Noviembre de 1995 por la ingestion de moluscos (Mytilus edulis) provenientes
de un cultivo de Puerto Killary, Irlanda, donde provocé la intoxicacion de personas
con sintomas similares a los causados por VDM (nauseas, vomitos, diarrea severa
y dolor estomacal). Sin embargo, la cantidad de AO y DTX-2 detectadas en las
muestran, estaban muy por debajo de su capacidad toxica (McMahon & Silke
1996). De ésta intoxicacion y luego de analisis de Resonancia Magnética Nuclear

(NMR) y Espectrometria de Masa (MS) se detectd una estructura con
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caracteristicas de anillo de uniéon azaspiro, una amina ciclica y un &acido

carboxilico, por lo cual se denomino Azaspiracidos (AZA) (figura 5).

Aunque el AZA-1 es la toxina predominante en las muestras de moluscos, se
han identificado otros Azaspiracidos que son analogos estructurales de éste, el 8-
metil-azaspiracido  (AZA-2), 22-demetilazaspiracido (AZA-3), 3-hidroxi-22-
demetilazaspiracido (AZA-4), 22-demetilazaspiracido (AZA-5) y los analogos
hidroxilo (AZA-6 hasta AZA-11) (Furey et al. 2010). La produccion de las toxinas
de los azaspiracidos se le atribuyd en un principio al dinoflagelado Protoperidinum
crassipes, pero un estudio posterior establecid que Azadinium spinosum es
productor de las toxinas (AZA-1, AZA-2 y un analogo de AZA-2) demostrando que
P. crassipes (al ser una microalga depredadora) es un vector de las toxinas
(Tillman et al. 2009). La identificacion de AZAs en mariscos ha sido descrita en
Irlanda, UK, Noruega, Francia, Portugal, Norte de Africa (Marruecos), Chile y
U.S.A. (Torgersen et al. 2008, Amzil et al. 2008, Vale et al. 2008, Lopez-Rivera et
al. 2010). Sin embargo, cada afo nuevas formas de AZAs se han detectado como
resultado de los programas de monitores en diferentes paises de la Comunidad
Europa, lo que se traduce en perfiles toxicos variables, dependiendo de la especie
que las acumule y el grado de biotranformacion que se detecte (hepatopancreas).
Estas ultimas isoformas de AZAs, s6lo se han podido determinar con la utilizacién
de LC-MS/MS, analisis que se ha se implementado como técnica alternativa en los

controles sanitarios de mariscos (James et al. 2008).
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Figura 5. Estructura quimica de las 6 toxinas predominantes de Azaspiracidos.
AZA-1(R1=H, R; = CH3, R3 = H, R4 = H), AZA-2 (R1 = CH3, R,=CH3, R3=H, Ry =
H), AZA-3 (R1=H, R, =H,R3=H, Ry =H), AZA-4 (R1=H,R;=H,R3=0H, Ry =
H), AZA-5 (R1=H, R, =H, R3 = H, Ry = OH), AZA-6 (R1 = CH3, R, =H,R3=H, R4

=H)

Los mecanismos de accion de este tipo de toxinas no se han determinado con
claridad, aun cuando estudios preliminares in vitro, desde células de mamiferos,
muestran alteraciones en la estructura del cito esqueleto y sobre el sistema E-
cadherin, responsable en la interaccion entre células (Twiner et al. 2005, Ronzitti

et al. 2007). Estos resultados experimentales podrian explicar de alguna forma los
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sintomas asociadas a las intoxicaciones descritas; desorden gastrointestinal, dolor
abdominal y diarrea (James et al. 2002), ya que los resultados obtenidos desde
bioensayos en ratdén con extractos de mariscos a bajas concentraciones de AZA
muestran que estos no ocasionan diarrea a los ratones (lto & Satake, 2002). Sin
embargo, transcurridos unas pocas horas, los ratones presentan paralisis y
problemas respiratorios, produciéndose su muerte a 1,5 horas post-inyeccién del
extracto (Satake ef al. 1998). Estudios posteriores, han determinado que la dosis
i.p. letal en ratones es dependiente de las forma téxica presente en los extractos
de mariscos, ya que la toxina AZA-1 presenta una dosis letal de de 200 ng/kg,
mientras que los isomeros AZA-2 y AZA-3 poseen toxicidades letales mas
elevadas de 110 ug/kg y 140 ug/kg respectivamente (Ofuji et al. 1999). Siendo la
biotranformacion de este tipo de toxinas en mariscos un factor no menor,
considerando las variables toxicas que pudiese presentar un marisco. De esta
forma, variedades toxicas detectadas en mariscos y que en una primera etapa
presentaban sélo AZA-2 y AZA-3, fueron biotransformadas a nuevas formas
toxicas, tales como AZA-4 y AZA-5, variantes que por poseer una menor toxicidad
no dejan de ser preocupantes desde el punto de vista sanitario (Twiner et al.
2008). Por su parte la toxicidad oral en ratones con AZA-1, en altas dosis (900
ug/kg) ocasionan en pocas horas dafos relevantes en el intestino delgado,
mientras que niveles de 500 pg/kg, evidencian sélo dafo hepatico, lo que se
traduce en el aumento del volumen del érgano en cuestion (38% de aumento post-

inyeccion) (Ito et al. 2000).
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Pectenotoxinas (PTX)

Las Pectenotoxinas son una familia de toxinas macrdlidas poliéter que se
detectaron por primera vez en la glandula digestiva del ostion Patinopecten
yessoensis cultivado en Japon (Yasumoto et al. 1985). El dinoflagelado
identificado en un principio como productor de estas toxinas fue Dinophysis fortii y
actualmente también se han encontrado en D. acuminata, D. acuta, D. caudata,
D. rotundata, D. norvegica y en los dinoflagelados heterotréficos Protoperidinium
divergens, P. depressum y P. crassipes (Blanco et al. 2007, Dominguez et al.
2010). A la fecha, se han detectado e identificado diversos analogos de PTXs en
cultivos de microalgas, muestras de floraciones naturales y muestras de mariscos
(figura 6), siendo comunmente encontradas en microalgas PTX-2, PTX-11, PTX-
12 y PTX-13 (Dominguez et al. 2010). Nuevas formas isoméricas de PTX-2 tales
como PTX-4, PTX-6 y PTX-7 han sido detectadas en nuevos florecimientos
naturales, variedades que al ser filtrados y acumuladas por los mariscos generan
nuevas formas isomeéricas toxicas, proceso ocasionado por la metabolizacién
ocurrida en los mariscos. Para diferenciar la nomenclatura desde las formas
toxicas provenientes desde los dinoflagelados y de las obtenidas desde los
mariscos es que se les ha asignado a estas ultimas variedades el término PTX-
seco acido (PTX-SA) (Dominguez et al. 2010). Las isoformas téxicas tales como
Pectenotoxina-2 (PTX-2), Pectenotoxina-2 seco acido (PTX2sa) y 7-epi-
Pectenotoxina-2 seco acido (7-epi PTX2sa) son las formas toxicas predominantes

que se han descrito en programas de monitoreo e investigaciones realizadas en
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Europa (Vale & Sampayo 2002). A la fecha, 15 formas de analogos téxicos de
PTX han sido descritas (Miles et al. 2006), siendo los ultimos isomeros en
detectarse formas esterificadas de PTX-2A-SA, denominandoseles como 37-0O-
acyl-esters-PTX-2-SA, 11-O-acyl-esters-PTX-2-SA y 33-O-acyl-esters-PTX-2-SA,
las cuales han sido detectadas sélo en mariscos y no en los dinoflagelados

productores de PTXs (Aasen et al. 2006)
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Figura 6. Estructura quimica de Pectenotoxinas (PTXs)y analogos.

PTXs han sido incluidas dentro del grupo del VDM por haber sido detectadas

en conjunto con AO en moluscos, pero no producen diarrea en los bioensayos y
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tampoco producen inhibicion de las PP1 y PP2A (Gessner et al. 2010). La
informacion disponible sobre la toxicologia de PTXs no ha sido bien desarrollada y
son pocos los resultados bioldgicos disponibles. De esta forma, la escasa
informacion contenida de este grupo tiene relacion con experimentos dirigidos in
vitro e in vivo, de modo que los resultados obtenidos puedan definir los posibles
riesgo que puedan causar las PTXs sobre la salud humana al verse expuesta por
este tipo de toxinas al consumir mariscos contaminados. La toxicidad de las PTXs,
después de la administracion intraperitoneal (i.p) u oral en ratones se consideran
resultados comparables. Asi por ejemplo, los dafos observados después de la
administracion i.p. de PTX-2 en ratones, evidencia un alto dafio a nivel hepatico
por la generacion de vacuolas y la deformacién de los hepatocitos. Datos que se
potencian a los hallazgos histolégicos obtenidos por administracion de PTX-2 por
via oral. Estos datos demuestran el dafo hepatico y digestivo producido por la
toxina. Sin embargo, nunca se evidencio la presencia de diarrea en los
experimentos (Miles et al. 2004). Adicionalmente, PTX-2 ha sido encontrado por
ser potencialmente citotoxico en lineas celular cancerigenas de pulmoén, colon y
rindn, efecto no extrapolable a sus formas toxicas tales como PTX-2-SA y 7-epi-
PTX2-SA, determinandose por lo tanto, la importancia de la estructura inicial de

las toxinas que generen las acciones citotdxicas (Jung et al. 1995).

En Chile se ha detectado la presencia de PTXs en floraciones de Dinophysis
acuminata en Bahia Inglesa, siendo la toxina detectada correspondiente a PTX-2

en una concentracién de 180 pgcel™ (Blanco et al. 2007).
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Yessotoxinas (YTX)

Las Yessotoxinas son toxinas detectadas por primera vez en Mutsu Bay,
Japon en 1986 (Murata et al. 1987) en glandulas digestivas del Ostion
Patinopecten yessoensis, razon por la cual adquiri6 el nombre. La deteccion de
YTX en moluscos ha sido recurrente en diferentes partes del mundo, tales como
Portugal, Noruega, ltalia, Nueva Zelanda, Chile, Espafia y Rusia (Paz et al. 2008,
Vale et al. 2008), identificandose a las microalgas Protoceratium reticulatum,
Lingulodinium polyedrum y Gonyaulax spinifera como responsable de su origen
(Dominguez et al. 2010). Las Yessotoxinas son poliéter disulfatados, de elevado
peso molecular [M-H] 1141 m/z, que poseen un esqueleto de 47 carbonos en
forma de de escalera, con 11 anillos éter contiguos, una cadena lateral terminal
insaturada de 9 carbonos y 2 ésteres de sulfato (fig 7). Al igual que las otras
toxinas, las YTX poseen numerosos analogos descritos cuyos pesos moleculares

oscilan entre 955 y 1551 g/mol (Miles et al. 2006).
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Figura 7. Estructura quimica de Yessotoxina (YTX).

Existen cerca de 100 analogos de YTX que se han detectado mediante ensayo
ELISA provenientes de muestras de bivalvos y dinoflagelados, pero solo cerca de
40 de ellos han sido identificados. La mayoria de las YTX provienen del
dinoflagelado Protoceratium reticulatum y el primer analogo encontrado fue 45, 46,
47-trinor-YTX (norYTX), luego homo-YTX, noroxo-YTX, 40-epi-41-ceto-YTX, 41-
ceto-YTXenona, 41a-homoYTX, 9-Metil-41-ceto-YTXenona, 44,55-dihidroxi-YTX,
44 ,55-dihidroxi-41a-homoYTX, 44,55-dihidroxi-9-metil-41a-YTX, 45 hidroxidinor-
YTX, 44-oxotrinor-YTX, 41a-homo-44-oxotrinor-YTX, 45,46,47-trinorhomo-YTX ,
furano-YTX, ademas de los derivados glicosilados proroceratina-Il, Il y IV

(Dominguez et al. 2010). En moluscos, también se han encontrado analogos de
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YTX, los que son: 45-hidroxi-YTX, 45, 46, 47-trinor-YTX, homoYTX, 45-
hidroxihomo-YTX, adriatoxina, carboxi-YTX, carboxihomo-YTX, noroxohomo-YTX,
noroxo-YTX, 1-desulfo-YTX,  41a-homoYTX,  44,55-dihidroxi-YTX,  45-
hidroxicarboxy-YTX, 1-desulfocarboxihomo-YTX y 4-desulfocarboxihomo-YTX

(Dominguez et al. 2010).

Historicamente las YTXs han sido clasificadas dentro del grupo VDM, sin
embargo, este tipo de toxinas no produce diarrea en bioensayos de ratones, ni
tampoco produce la inhibicién de proteinas fosfatasas (Ogino et al. 1997, Tubaro
et al. 2003), razén por la cual ha sido clasificada como grupo aparte. La
administracion oral de YTX en ratones en condiciones aguda no es letal (10
mg/Kg), ni tampoco se observa diarrea ni dafios digestivos considerables, donde
s6lo una evaluacion histopatologica a determinado dafio en las células del

miocardio (Aune et al. 2002).

A la fecha, no existe la evidencia cientifica que asocie intoxicaciones de
personas por el consumo de mariscos contaminados con YTX (Miles et al. 2006).
El mecanismo de accién del la YTX no ha sido dilucidado del todo, sin embargo,
estudios muestran que YTX altera la permeabilidad de Ca®" en las células
induciendo apoptosis y la activacién de la fosfodiesterasa (PDEs) que disminuye
los niveles intracelulares de AMPc, lo que explicaria en cierta forma la

cardiotoxicidad en ratones (Dominguez et al. 2010).
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Métodos de deteccidn de las toxinas diarreicas, lipofilicas y paralizantes

Para la determinacion de las toxinas marinas se emplean diferentes métodos
de detecciones los que pueden ser de tipo biolégicos (in vivo e in vitro),
bioquimicos y/o fisicoquimicos. En Chile, los métodos usados para la deteccidn
de las toxinas corresponden al bioensayo en raton (VPM y VDM) vy la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para el Veneno Amnésico de

Moluscos (tabla 1).

Tabla 1. Niveles maximos y métodos de deteccién de las toxinas marinas.
(Programa Nacional Integrado de Marea Roja o Floraciones algales Nocivas

2010).

Biotoxina Nivel maximo Método oficial

VPM 80 microgramos de Bioensayo en raton
saxitoxina equivalente por estandar de la A.O.A.C.

100 gramos de producto 2007

VDM Bioensayo negativo Bioensayo en raton

estandar UE 2007

VAM 20 microgramos de acido | HPLC estan dar J.A.O.A.C
domoico por gramo de Vol. 78 n°2 1995 Quillam.

producto
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La aplicaciéon del bioensayo de ratbn como método de referencia para la
deteccién de toxinas marinas ha sido criticada en la Unién Europea, debido a la
gran variabilidad de resultados entre laboratorios y por su poca sensibilidad (entre
otros) por lo que la tendencia es cambiar a métodos analiticos (HPLC, LC-MS y

LC-MS/MS) para la deteccion de ficotoxinas marinas (European Union 2011).

Bioensayo de ratén

El bioensayo de raton es uno de los métodos mas usados para la deteccién de
toxinas del VDM y VPM. Para la deteccion de las toxinas del VPM se inyecta 1ml
de extracto acido de marisco a ratones de 20 gramos de peso, registrandose el
tiempo transcurrido desde la inyeccion hasta la muerte del animal. La toxicidad de
la muestra evaluada se expresa en unidades de raton (UR) y se calcula segun las
curvas de respuesta a las dosis obtenidas con estandares de STX. Por otro lado,
para determinar toxinas diarreicas se extraen las toxinas del tejido de los mariscos
con acetona, se evaporan los extractos, se disuelven los residuos en 1 ml de 1%
de Tween-60 y el cual se inyecta intraperitonealmente a 3 ratones de entre 16 y 20
g de peso. La muestra es positiva si 2 ratones o mas mueren producto de la
inyeccion, pero su gran desventaja es poseer un limite de deteccién de 800 ug/kg
de toxina de VDM en moluscos, lo que lo hace un método muy poco sensible y
ademas de no poder diferenciar los tipos de toxinas presentes en un extracto para

evaluacion de toxinas lipofilicas.
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Cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién fluorescente en linea

(HPLC-FLD)

La cromatografia liquida de alta resolucion es una técnica analitica que de
acuerdo al método y técnica utilizadas permite separar, identificar y cuantificar las
toxinas del VDM, VPM y VAM. El método de analisis del HPLC se basa en los
tiempos de retencion (deteccion) que son especificos para cada analito y la
comparacioén entre material de referencia (estandar) para la cuantificacion. Las
ventajas sobre el bioensayo y métodos bioquimicos es que la reaccion va dirigida
sobre las estructuras quimicas de las toxinas, posee una mayor especificidad,
precision y es reproducible entre los laboratorios. Las desventajas que posee el

método son la necesidad de estandares analiticos certificados.

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa (LC-MS/MS)

En la actualidad es la herramienta analitica mas poderosa para identificar y
determinar multiples toxinas. Es un método de alta sensibilidad, especificidad,
selectividad y valida para aportar informacion estructural muy importante en la
confirmacion de toxinas y en la identificacion de nuevas toxinas y sus analogos. A
diferencia del método por HPLC-FLD, no requiere de tantos pasos de purificacion
y derivatizacion, siendo posible la deteccion de varias toxinas en una sola corrida

cromatografica.
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Para la determinacién de este gran numero de toxinas marinas mencionadas y
sus isbmeros relacionados, se ha propuesto varios métodos bioldgicos (in vivo y in
vitro), bioquimicos y quimicos. Sin embargo, las técnicas analiticas quimicas son
las unicas que permiten determinar el grado de complejidad del perfil de toxinas de
las clases lipofilicas presentes en dinoflagelados productores y las isoformas
biotransformadas que se detectan en mariscos. En los dultimos afos, el
conocimiento en el tema de toxinas lipofilicas ha crecido de forma importante,
traduciéndose esto en el surgimiento de una gran cantidad de publicaciones
relacionados con el tema. De esta forma, la comision de la Comunidad Europea ha
establecido guias normativas que definen los limites maximos de toxinas lipofilicas
presente en los mariscos. De esta forma, los niveles maximos establecidos para la
presencia de OA, DTXs y PTXs en combinacién o por separado que se
encuentren en las partes comestibles (cuerpo entero o alguna parte comestible por
separado) de moluscos, equinodermos, tunicados y gasterépodos marinos no
podran exceder los 160 ug OA equivalentes/kg de mariscos. Mientras que los
limite maximos establecidos para la presencia de YTX y AZA presentes en
moluscos, equinodermos, tunicados y gasterépodos marinos no podran exceder
de 1 mg YTX equivalentes’lkg de mariscos para YTXs y 160 pug AZA

equivalentes/kg de mariscos para AZAs (European Union 2011).
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Por lo anterior se devela la importancia del estudio del fendbmeno de VDM y
VPM en Chile, su nivel de presencia en la acumulacion y biotransformacién en los
bivalvos y su relacion de toxicidad en la cadena tréfica, lo que lo establece como
un tema relevante como estudios en Ciencias, permitiendo el aporte de
conocimientos que pueden ayudar a la toma de decisiones decisivas y

pragmaticas en cada evento que ocurre de este fenbmeno.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los perfiles toxicos de toxinas lipofilicas (AO, DTX-1, AZA, PTX e
YTX) y toxinas paralizantes VPM (STX, neoSTX, GTX-1, GTX-2, GTX-3. GTX-4 y

GTX-5) en invertebrados marinos.

Objetivos especificos

1. Definir el perfil toxico de moluscos expuestos a FAN naturales productores
de toxinas paralizantes y toxinas diarreicas de moluscos.
2. Determinar la concentracion de toxinas paralizantes y toxinas diarreicas en

las muestras de invertebrados marinos.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de Muestras

Las muestras de mariscos fueron recolectadas en el sector de Islas Huichas
de la Region de Aysén (figura 8) como parte de los objetivos del proyecto de
investigacion FONDECYT N° 1090058, de acuerdo a autorizacion exenta N°130
del 5 de Febrero del 2010 de la Secretaria Regional Ministerial de Salud, Region
de Aysén del Gral. Carlos Ibafiez del Campo.

En el sector mencionado, se fijaron 35 estaciones de muestreo (tabla 2) de
las que se extrajeron mariscos segun la disponibilidad y cantidad éstos, mediante
buceo autébnomo. Los recursos colectados correspondieron a bivalvos como
Almeja (Venus antiqua), Cholga (Aulacomya ater), Culengue (Gari solida), Chorito
(Mytilus edulis chilensis), Choro zapato (Choromytilus chorus) y Navajuela
(Tagelus dombeii) y Gasteropodos como el Loco (Concholepas concholepas),
Caracol del sur (Argobuccinum ranelliformes), y Picoroco (Austromegabalanus
psittacus). A todos se les extrajo el hepatopancreas y se almacenaron en metanol
90% en una razon de 1:1, para su posterior analisis en el laboratorio.

Todo el material utilizado durante la fase de experimentacién se dispuso de
a cuerdo a las pautas de eliminacion de desechos quimicos y biolégicos de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
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Figura 8. Zonas de evaluacion y muestreo Sector Islas Huichas, Puerto Aguirre.
Los numeros asignados en el mapa, identifican cada estacion de muestreo.
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Tabla 2. Zonas, lugares y ubicacién (GPS) de las 35 estaciones de muestreo en

el sector de Islas Huichas, Region de Aysén.

Zona | Fecha muestra | LATITUD LONGITUD LUGAR
1 19-02-10 45.198162s | 73.537395w Isla Vergara
2 19-02-10 45.205010s | 73.581064w Isla Viel
3 19-02-10 45.201836s | 73.592.660w Isla Viel
4 19-02-10 45.192896s | 73.586825w Isla Viel
5 19-02-10 45.227354s| 73.617837w | Islote La Garza
6 19-02-10 45.223340s | 73.620868w | Islote La Garza
7 20-02-10 45.175410s | 73477686w | Islas Herraduras
8 20-02-10 45.181588s | 73.476987w | Islas Herraduras
9 20-02-10 45,186551s | 73.472231w | Islas Herraduras
10 20-02-10 45,184425s | 73.464562w | Islas Herraduras
11 20-02-10 45,181452s | 73.460608w | Islas Herraduras
12 20-02-10 45,174903s | 73.446989w | Islas Herraduras
13 20-02-10 45.194944s | 73.396193w Punta Riel
14 20-02-10 45.190166s | 73.358193w Punta Riel
15 20-02-10 45.195302s | 73.343199w Punta Riel
16 21-02-10 45.124865s | 73.497396w | Islote Los Amigos
17 21-02-10 45,114503s | 73.502580w Isla Julian
18 21-02-10 45.,109127s| 73.513445w Isla Julian
19 21-02-10 45.103844s | 73.510936w Isla Julian
20 21-02-10 45.043770s | 73.467782w Punta Olea
21 21-02-10 45.038287s | 73.437435w Isla Nancul
22 21-02-10 45.044544s | 73.422865w Isla Luchin
23 21-02-10 45.075572s | 73.432999w Isla Luchin
24 21-02-10 45.079594s | 73.446156w Isla Hilda
25 22-02-10 45.242198s | 73.547886w Isla Chaculay
26 22-02-10 45.242198s | 73.547886w Isla Chaculay
27 22-02-10 45.249272s| 73.604551w Isla Merinea
28 22-02-10 45.241406s | 73.581214w Isla Atenais
29 22-02-10 45.237966s | 73.577138w Isla Atenais
30 22-02-10 45.241370s | 73.567984w Isla Costa
31 22-02-10 45.228222s| 73.533564w | Isla Pilcomayo
32 22-02-10 45.234422s| 73.525405w | Isla Pilcomayo
33 22-02-10 45.233380s | 73.497803w Puerto Rosita
34 22-02-10 45.199729s | 73.513791w | Punta Quintana
35 22-02-10 45.178624s | 73.521049w Isla Vergara
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Preparacion muestras para aislacion de toxinas lipofilicas

Se homogenizaron 20 g de cada tejido de muestras con 3 ml de metanol al
90% vl/v, durante 5 minutos, para luego ser centrifugados a 2700 R.P.M. por 5
minutos, separandose el sobrenadante y obteniéndose un volumen de 10 ml

aproximados. Esta etapa se repitié dos veces.

Los sobrenadantes obtenidos se juntaron, y de éstos se alicuotd 2.5 ml, los
cuales fueron diluidos a 1/3 de su concentracion con agua destilada y
desionizada. El volumen final, 5 ml se aplicé a una columna de exclusion
semipreparativa (Sep-Pak C18) con el objetivo de eliminar las impurezas,
pigmentos y acidos grasos. Luego comenzo6 una eluciéon a polaridad ascendente
de metanol. La fraccion final resultante (metanol 100%) se almacend a 4°C hasta
su posterior analisis por cromatografia liquida con espectrofotometria de masa

(LC-MS/MS) (Garcia et al. 2010)

Preparacion de Solucién mix de Estandares

Los estandares de toxina lipofilicas AO y DTX-1 (CRM-DSP-Mus-b), YTX
(NCR-CRM-YTX), Pectenotoxinas (PTX)(NCR-CRM-PTX-2) y Azaspiracidos (AZA-
1)(NCR-CRM-AZA-1) fueron adquiridos al “National Research Council Canada,
NCR-Halifax, Canada.

La solucion mix de estandares se preparé mezclando 20 uL de PTX-2 a una

concentracion de 1.66 mM, 20 uL de YTX a una concentracion de 1.53 mM, 20 uL
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de AZA-1 a una concentracién de 0.8 mM y 40 uL de OA/DTX1 una concentracion

4.89 uM/0.62 pM, respectivamente.

Analisis de las muestras mediante LC-MS/MS

Las muestras de toxinas lipofilicas fueron analizadas mediante Cromatografia
liquida con espectrometria de masa LC-MS que consistié del cromatdgrafo HPLC
Agilent 1100 (Agilent Technologies Inc., CA-USA) acoplado al espectrometro de
masas de tipo electrospray-trampa iénica ESI-TRAP Esquire 4000 (Bruker Daltonik
GmbH, Alemania). Para el control del cromatégrafo HPLC se utilizé el programa
ChemStation for LC 3D Rev. A.10.02 (Agilent Technologies Inc., CA-USA) y para
el control del espectrometro se utilizé el programa esquire Control 5.2 (Bruker
Daltonik GmbH, Alemania).

Para la separacion HPLC se utilizé una columna C18 de 50%2.1 mm, 3 ym y
120 A (Hibar HR Purospher STAR, Merck KGaA, Alemania), conectandose
directamente al espectrometro de masas. La separacion de 20 pyL de solucidon mix
de estandares y de muestras se realizé a temperatura ambiente por medio de una
separacion isocratica a un flujo de 0.1 mL/min utilizando 40% v/v de la fase acido
férmico 50 mM/formato de amonio 2 mM preparada en agua (Fase A) y 60% v/v
de la fase acido férmico 50 mM/formato de amonio 2 mM preparada en acetonitrilo
95% v/v y agua 5% (Fase B). El proceso de ionizacion (nebulizacion) mediante
electrospray se realizdé a 4000 V asistido por nitrogeno como gas nebulizador a

una temperatura de 300°C, presion de 30 psi y flujo de 10 L/min.
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Los cromatogramas y espectros de masas se adquirieron de acuerdo al
siguiente programa:
Para OA/YTX tiempo, 0-7 min; monitoreo de reaccion multiple (MRM), m/z
803 y m/z 1141; polaridad negativa (segmento 1); para PTX2 tiempo, 7-9.3 min;
MRM, m/z 877; polaridad, positiva (segmento 2); para AZA1 tiempo, 9.3-11.5 min;
MRM, m/z 843; polaridad positiva (segmento 3) y para DTX1 tiempo, 11.5-15 min;
MRM, m/z 817; polaridad negativa (segmento 4). (McNabb et al. 2005, Fux et al.

2007, These et al. 2009).

Analisis de cromatogramas y espectros/ldentificacion de senales

Para el analisis de los cromatogramas y espectros se utilizé el programa
DataAnalysis version 3.2 (Bruker Daltonik GmbH, Alemania).
Para la obtencion de los cromatogramas de ion extraido (EIC) se utilizaron las
transiciones (fragmentos caracteristicos) de cada toxinas las que fueron: para AO
las transiciones: m/z 803—255, m/z 803—563 y m/z 803—785, para YTX la
transicion: m/z 1141—1062, para PTX-2 la transicion: m/z 877—823, para AZA-1
las transiciones: m/z 843—806, m/z 843—825 y para DTX1 utilizando las
transiciones: m/z 817—255, m/z 817—563 y m/z 817—799. Para cada peak
cromatografico se determiné su espectro de masas correspondientes. (Gerssen et

al. 2011)
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Preparacion de extractos para el analisis de toxinas paralizantes (VPM)

A partir de las muestras recolectadas se extrajeron 100 g de tejido de los
invertebrados, los que fueron homogenizados con 100 ml de acido clorhidrico 0,1
N y calentados a 80°C por 15 minutos evaluando el pH del homogeneizado, de

forma constante, con el fin de mantener el rango de pH de 3 - 4.

Luego de esto, el homogeneizado se filtr6 y 25 ml de estos fueron almacenados

para su evaluacion cuantitativa por HPLC-FLD (Lagos 2002).

Analisis del Veneno Paralizante de Moluscos mediante HPLC-FLD

Los estandares de STX, neoSTX y GTXs fueron adquiridos de “National
Research Council Canadd”, NRC-Halifax, Canada.

Las toxinas del VPM se analizaron un equipo HPLC compuesto por una
bomba isocratica de alta presion (Shimadzu LC- 10AD) a un flujo constante de 0,7
ml/min de la fase moévil, un inyector Rheodyne 7725i (loop 20ul) y una columna de
C-8 fase reversa (Waters, 150 x 4,6 mm, 5um). La derivatizacién fue post-columna
utilizando un agente oxidante con un flujo de 0.4 ml/min y acido acético 500mM
con un flujo de 0,4 ml/min, reaccién que se lleva a cabo en una camara de
reaccion con un coil de 10 m (0.5mm i.d.) a una temperatura controlada 65°C. La
deteccion se realizé con un detector fluorescente (Jasco FP-2020 Plus) a una
longitud de onda de excitacion de 330nm y de emision de 390nm. (Oshima 1995b,

Lagos et al. 2002).
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Determinacién de las concentraciones de las toxinas del VPM

Los parametros evaluados por HPLC corresponden a los tiempos de retencion
(Rt), los que son caracteristicos para cada toxina bajo condiciones cromatograficas
conocidas. La determinacion de estos tiempos permitié definir el area integral de
cada toxina identificada por fluorescencia, siendo su intensidad directamente
proporcional a la masa de cada toxina. El calculo de las concentraciones de las
toxinas en las muestras fue realizada comparando el area del pico de cada toxina
en los cromatogramas de las muestras con el area del pico de los estandares
analiticos de cada toxina cuyas concentraciones son conocidas. (Lagos 2002,

Garcia et al. 2005)

38



RESULTADOS

Toxinas paralizantes

La evaluacion analitica de las toxinas paralizantes mediante el método de
HPLC-FLD se interpreta desde las areas bajo la curva generadas por cada pico
cromatografico. Los parametros analizados corresponden a los tiempos de
retencion (R:), los que son caracteristicos para cada toxina bajo condiciones
cromatograficas conocidas, permitiendo definir el area integral de cada una de
éstas identificada por fluorescencia, siendo su intensidad directamente
proporcional a la masa de cada toxina. El calculo de las concentraciones de las
toxinas en las muestras se realiza comparando el area del pico de cada una en los
cromatogramas de las muestras con el area del pico de los estandares analiticos
de cada toxina cuyas concentraciones son conocidas. (Lagos 2002, Garcia et al.
2005). De esta forma, en la figura 9 se aprecia un cromatograma del estandar de
neoSaxitoxina (neoSTX) y Saxitoxina (STX) las toxinas involucradas en la
contaminacién de los bivalvos evaluados, mientras que en la figura 10, se aprecia
el estandar analitico de Gonyautoxinas (GTX) con sus respectivos isémeros,

GTX4/GTX1, GTX 5y GTX3/GTX2.
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Figura 9. Cromatograma de HPLC-FLD del estandar de las toxinas paralizantes

neoSTX (Rr: 8,5) y STX (R: 12,5).
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Figura 10. Cromatograma HPLC-FLD del estandar de toxinas paralizantes GTX-4

(Ry: 8,6), GTX-1 (Ry: 10,1), GTX-5 (Ry: 12,3), GTX-3 (Ry: 14,2), GTX-2 (Ry: 17,8).
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Ademas, la figura 11 representa un cromatograma obtenida desde las especies
Gari solida (rojo) y de Austromegabalanus psittacus (negro), en las que se
identifican las Gonyautoxinas. Siguiendo esta metodologia se evaluaron,
analizaron y cuantificaron todas las muestras provenientes del sector de Islas

Huichas, Puerto Aguirre, Region de Aysén.
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Figura 11. Cromatograma HPLC-FLD de una muestra de Gari solida (rojo) y
Austromegabalanus psittacus (negro), positivo a GTXs, obtenidas desde el sector

de Islas Huichas, Region de Aysén.
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Las muestras recolectadas en el sector de Islas Huichas, correspondieron a 35
estaciones de muestreo (figura 8), la que contabilizaron un total de 91 muestras,
representadas por las siguientes especies: bivalvos filtradores: Almejas (Venus
antiqua), Cholgas (Aulacomya ater), Culengues (Gari solida), Choritos (Mytilus
edulis chilensis), Choro zapato (Choromytilus chorus) y Navajuela (Tagelus
dombeii), gasteropodos: Loco (Concholepas concholepas), Caracol del sur
(Argobuccinum ranelliformes) y el crustaceo cirripedo comunmente conocido como
Picoroco (Austromegabalanus psittacus). De estas especies la abundancia se
distribuy6 de la siguiente forma: Almejas (23%), Culengues (22%), Cholgas (18%),
Choro zapato (8%), Choritos (4%), Navajuela (1%), Caracol del sur (12%), Loco
(10%) y Picoroco (2%), situacion que se aprecia en la figura 12, siendo la
poblacion de bivalvos filtradores las mas representativas en todas las zonas

evaluadas.

Picoroco
2%

Loco Navajuela
10% 1%

Culengue
22%

Choro
Zapato
8%

Figura 12. Porcentaje de abundancia de las especies recolectadas en Islas
Huichas, Region de Aysén.
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Los valores determinados y cuantificados de STX equivalentes/100g de carne
detectados con la técnica de HPLC con derivatizacién post-columna y deteccion
fluorescente, determind que las muestras de mariscos sobrepasaron en un 82,4%
la norma establecida de 80 ug STX eq/100 g de carne de molusco. Mientras que el
17,6% restante se se detectd por debajo de la norma, definiéndose como aptos
para la explotacién y consumo de los recursos. De entre todas las especies
muestreadas, las toxicidades mas altas se encontraron en el Culengue (Gari
solida) y Caracol del sur (Argobuccinum ranelliformes), donde el 100 % de las
muestras evaluadas sobrepaso la norma, alcanzando niveles ponderados de
7.092 ug STX eq/100 g y 4.955 pg STX eq/100 g respectivamente. Por otro lado,
los niveles de STX equivalentes encontrados en las muestras de picorocos
(Austromegabalanus psittacus) alcanzaron valores maximos de 60 ug STX eq/100

g (tabla 3).
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Tabla 3. Toxicidad del VPM en el universo de muestras recolectadas en lIslas

Huichas, expresadas en ug STX eg/100 g. SEM = Error estandar, N = n° de

muestras.
(%) Bajo la (%) Sobre la Rangos de toxicidades
Especie norma. norma. Hg STX eq/100 g + SEM
A. psittacus 100 0 30 + 30 (N=2)
V. antiqua 14 86 4527 + 195,3 (N=21)
C. concholepas 44 56 204,6 +111,6 (N=9)
A. ater 0 100 423,3 £ 101,6 (N= 16)
A. ranelliformes 0 100 1850,4 £ 452,2 (N=11)
G.solida 0 100 2505,3 + 362,8 (N= 20)
M. edulis chilensis 50 50 1138 £ 1022,6 (N= 4)
C. chorus 71 29 55,1+ 14,2 (N=7)
T. dombeii 0 100 99
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Perfil de toxinas paralizantes en Bivalvos
Venus antiqua (Almeja)

De las 21 muestras recolectadas de V. antiqua en las diferentes estaciones de
muestreo, todas presentaron toxicidad, siendo la mas alta detectada a la
correspondiente en el sector de la Isla Luchin (zona 22) con un valor promedio de
4.235 ng STX eq/100 g, mientras que la concentracién mas baja fue detectada en
Isla Nancul (zona 21) con una concentracion de 37 ug STX eq/100 g (tabla 4). La
determinacion del perfil de GTXs presentes en esta especie, definid que estos
isdbmeros eran los mas abundantes en los tejidos del bivalvo, aportando el 53,4 %
de la concentracién final, mientras que neoSTX y STX presentes también, sélo
aportaban con un 10,6% y 35,5% de la toxicidad total, respectivamente situacion
que se aprecia en la figura 13. Dentro de las GTXs, GTX-2 y GTX-4 presentaron a
una concentracion superior a sus epimeros GTX-3 y GTX-1 respectivamente. Esta
situacion se aprecia en Isla Luchin correspondiente a la zona 22 (45.044544s,
73.422865w). Los maximos valores detectados para GTXs fueron los siguientes:
GTX-4: 1.099 ng/100 g, (zona 22); GTX-1: 452 ug/100 g, (zona 22); GTX-5: 21
ug/100 g, (zona 8); GTX-3: 1.042 ug/100 g, (zona 22) y GTX-2: 1.572 pg/100 g,
(zona 22). Por otro lado, neoSTX y STX alcanzaron valores de 658 ug/100 g (zona

2) y de 514 ug/100 g (zona 4) respectivamente.

En la figura 13 se aprecia el perfil promedio de toxinas paralizantes detectadas

y analizadas en la especie. En ella se aprecia que la mayor concentracién de
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toxina corresponde a el isbmero STX, con un valor promedio de 161 ug STX
eg/100 g, mientras que el valor promedio para las otras toxinas fue de 54 ug/100 g
(GTX-4), 24 nug/100 g (GTX-1), 3 nug/100 g (GTX-5), 72 nug/100 g (GTX-3), 93

ng/100 g (GTX-2) y de 48 ug/100 g para neoSTX.

Tabla 4. Perfil de toxinas y toxicidades de Venus antiqua recolectadas en las
diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Regién de Aysén (n.d

= no detectada). Toxicidad total expresada en ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug/100 g)
Toxicidad
Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD | GTX4 [ GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX total
1 Isla Vergara 45.198162s | 73.537395w | n.d n.d n.d 2 1 n.d 101 103
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | nd | n.d 2 8 3 658 |[296 967
3 Isla Viel 45.201836s | 73.592.660 | nd | n.d 3 35 3 170 | 340 550
4 Isla Viel 45.192896s | 73.586825w | nd | n.d nd 17 8 135 |514 674
6 Islote La Garza | 45.223340s | 73.620868w | n.d n.d 8 6 4 n.d 139 156
8 Islas Herraduras |45.181588s | 73.476987w | 25 24 21 17 14 45 203 349
9 Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w | n.d n.d 15 8 7 n.d 46 75
11 Islas Herraduras |45.181452s | 73.460608w | nd | n.d 2 11 7 nd |317 337
16 | Islote Los Amigos |45.124865s | 73.497396w | n.d n.d 2 11 18 n.d a7 78
17 Isla Julian 45.114503s | 73.502580w | nd | n.d 1 9 15 n.d 239 263
20 Punta Olea 45.043770s | 73.467782w | nd | nd | nd 28 29 nd |159 216
21 Isla Nancul 45038287s | 73.437435w | nd | nd nd 3 6 n.d 29 37
22 Isla Luchin 45.044544s | 73.422865w | 1099 | 452 | n.d | 1042 | 1572 n.d 70 4235
24 Isla Hilda 45.079594s | 73.446156w | 1 20 nd | nd 3 n.d 271 294
26 Isla Chaculay 45.242198s | 73.547886w | n.d | n.d n.d 32 30 n.d 49 110
27 Isla Merinea 45.249272s | 73.604551w | nd | n.d nd 34 30 n.d 107 170
28 Isla Atenais 45.241406s | 73.581214w | n.d n.d n.d 8 17 n.d 114 139
29 Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w | nd | n.d nd 56 30 n.d 89 175
31 Isla Pilcomayo | 45.228222s|73.533564w | n.d n.d n.d 59 45 n.d 87 192
32 Isla Pilcomayo | 45.234422s | 73.525405w | n.d n.d n.d 53 72 n.d 74 198
35 Isla Vergara 45.178624s | 73.521049w | n.d n.d n.d 65 38 n.d 82 186
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Figura 13. Perfil toxico promedio de toxinas paralizantes determinada en Venus

antiqua, de concentracion promedio de 453 pug STX eq /100 g.
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Aulacomya ater (Cholga)

Las toxicidades detectadas y cuantificadas en las muestras de Cholgas de las
distintas zonas de muestreo, evidencié que el 100% de las muestras sobrepasaron
la norma establecida de 80 pg de STX equivalente por 100 g de carne de
moluscos con valores que fluctuaron entre los 169y 1.789 ng STX eq /100 g (tabla
5). Los perfiles toxicos de las 16 muestras, determinaron una alta presencia de
STX la que domind en la mayoria de los casos con valores que alcanzaron los
1.755 ng/100 g (Punta Riel, 45.194944s, 73.396193w), situacién que también se

aprecia en la figura 14.

GTXs aportaron el 31,2% de la toxicidad promedio, de estas GTX-3/GTX-2 se
presentaron en la totalidad de los analisis, siendo GTX-3 levemente superior a
GTX-2. En el caso de los epimeros GTX-4/GTX-1, GTX-4 mostré una mayor
concentracion en los perfiles encontrados en las zonas 8, 12, 14, 15, 17 y 18
alcanzando valores de hasta 456 ug/100 g. El isémero GTX-5, presentd niveles
superiores a isomeros respectivos en las zonas 6 y 8, lo que la hace predominar

en el perfil toxico de dichas zonas (tabla 5)

Por otro lado, neoSTX se detectd en 11 estaciones de muestreo, cuyo valor
mas alto fue de 149 ug/100g en Isla Herraduras, zona 8 (45.181588s,

73.476987w), sin embargo, su aporte al perfil promedio no supera el 9,9%.
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Tabla 5. Perfil de toxinas y toxicidad en Aulacomya ater recolectadas en las
diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Regién de Aysén (n.d

= no detectada). Toxicidad total expresada en ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug/100 g)
Toxicidad
Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | GTX4 | GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX STX Total
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | n.d n.d 3 24 19 n.d 257 303
6 Islote La Garza |45.223340s | 73.620868w | n.d n.d 22 13 15 n.d 125 176
8 Islas Herraduras | 45.181588s | 73.476987w | 29 16 23 7 17 n.d 145 237
9 Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w | n.d n.d 2 6 8 149 57 222
12 Islas Herraduras | 45.174903s | 73.446989w | 75 13 5 15 21 46 171 345
13 Punta Riel 45.194944s | 73.396193w | n.d n.d 9 9 5 11 1755 1789
14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | 40 14 5 13 32 23 42 169
15 Punta Riel 45.195302s | 73.343199w | 28 11 6 16 31 21 66 179
16 | Islote Los Amigos | 45.124865s | 73.497396w | n.d n.d 4 14 24 32 118 193
17 Isla Julian 45.114503s | 73.502580w | 456 4 4 14 24 38 128 667
18 Isla Julian 45.109127s | 73.513445w | 325 8 n.d 44 28 78 207 689
20 Punta Olea 45.043770s | 73.467782w | n.d n.d 1 11 18 99 142 270
23 Isla Luchin 45.075572s | 73.432999w | n.d n.d n.d 25 47 135 473 680
25 Isla Chaculay 45.242198s | 73.547886w | n.d n.d n.d 44 41 36 128 250
33 Puerto Rosita 45.233380s | 73.497803w | n.d n.d nd | 113 66 n.d 97 276
34 Punta Quintana |45.199729s|73.513791w | n.d nd | nd | 160 93 n.d 76 329

La figura 14 muestra el perfil promedio de toxinas encontrados en este recurso
el cual estd dominado por la STX cuyo valor promedio fue de 249 nug/100 g. Por
otro lado, se aprecia que GTX-4 supera a su epimero GTX-1 a concentraciones de
60 ng/100 g y 4 ug/100 g respectivamente, situacion que se repite en menor
proporcion con los epimeros GTX-3 (33 pg/100 g) y GTX-2 (30 ug/100 g). La

toxina GTX-5 present6 una concentracion de 5 ug/100 g y neoSTX de 42 ug/100

g.
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Figura 14. Perfil téxico promedio de toxinas paralizantes determinada en

Aulacomya ater con una concentracion promedio de 423 pg STX eg/100 g.
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Mytilus edulis chilensis (Chorito)

Las muestras analizadas de M. edulis chilensis determinaron toxicidades que
estuvieron por sobre la norma (261 y 4.202 ug STX eq/100g), y por debajo de
esta (tabla 6). La composicion de toxinas determind la presencia recurrente de los
isdbmeros STX y GTX-3/GTX-2 aun cuando perfiles adyacentes de otras zonas
determinar la presencia de GTX-4/GTX-1 (1.561 ug /100g) y en un caso aislado de
GTX-5 (16 ug/100g) en Islote la Garza (45.227354s, 73.617837w). Por otro lado,
no se detectd el isobmero neoSTX en ninguna de las zonas evaluadas, siendo la
muestra representada en su mayoria por los isdmeros de GTXs, siendo GTX-2 la
de mayor concentracién (ug STX eq/100g) como se aprecia en la figura 15, por lo
que la toxicidad de las muestras estaba dada principalmente por este tipo de

toxinas.

Tabla 6. Perfil de toxinas y toxicidad en Mytilus edulis chilensis recolectadas en
las diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén

(n.d = no detectada). Toxicidad total expresada en ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug/100 g)

Toxicidad
Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | GTX4 | GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX Total

5 Islote La Garza | 45.227354s | 73.617837w | n.d n.d n.d 19 12 n.d 230 261

5 Islote La Garza | 45.227354s | 73.617837w | n.d n.d 16 9 2 n.d n.d 28
23 Isla Luchin 45.075572s | 73.432999w | 1099 | 452 nd | 1042 | 1572 n.d 37 4202
25 Isla Chaculay |45.242198s | 73.547886w | n.d n.d n.d n.d n.d n.d 61 61
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La figura 15 muestra el perfil promedio de M. edulis chilensis en donde los
maximos valores estuvieron dominados por las GTXs, siendo GTX-2 la de mas
alta concentracién (397 pg/100g). Los valores promedios de las otras toxinas
fueron de 275 pg/100g (GTX-4), 113 pug/100g (GTX-1), 4 ug/100g (GTX-5), 268
ug/100g (GTX-3) y de 82 ug/100g en STX. No se detectd la presencia de neoSTX

en ninguna de las muestras.
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Figura 15. Perfil toxico promedio de toxinas paralizantes determinada en Mytilus

edulis chilensis con un valor promedio de 1.138 ug STX eq/100 g.
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Choromytilus chorus (Choro Zapato)

Los analisis realizados a las muestras del recurso Choro Zapato manifestaron
bajas toxicidades en comparacién a los otros recursos evaluados. La toxicidad
mas relevante se detecté en Isla Herraduras, zona 7 (45.175410s, 73.477686w)
con un valor de 115 ung STX eqg/100 g y Punta Riel (zona 14) zonas que
destacaron por sobrepasar la norma sanitaria nacional (tabla 7). De todas las
toxinas analizadas STX estuvo presente en un 85,7%, siendo la de mayor
concentracion dentro de los perfiles toxicos, alcanzando niveles de 61ug/100 g
(Isla Herraduras (45.175410s, 73.477686w). Por otro lado, neoSTX no se detecto

e identificd en ninguno de los analisis realizados.

Los epimeros GTX-4/GTX-1 solo se detectaron en la zona 7 y 14 (28,6%), en
una relacion promedio de 1:4, a diferencia de GTX-3/GTX-2 que se detectaron en
la totalidad de las muestras, manteniendo una relacion entre éstas de 9:7. La
toxina GTX-5 sélo se detectd en la zona 7, en cuyo perfil su concentracién fue de

11 ug/100 g.
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Tabla 7. Perfil de toxinas y toxicidades de Choromytilus chorus recolectadas en

las diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Regién de Aysén

(n.d = no detectada). Toxicidad total expresada en ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug /100 g)
Toxicidad

Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD | GTX4 [ GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX Total

7 Islas Herraduras | 45.175410s | 73.477686w | 11 8 11 7 18 n.d 61 115

9 Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w | nd | nd nd 2 7 n.d 16 25

14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | 3 48 n.d 34 15 nd n.d 99

16 | Islote Los Amigos | 45.124865s | 73.497396w | n.d n.d n.d 3 3 n.d 27 34
29a Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w | nd | nd nd 11 4 n.d 14 28
29b Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w | n.d n.d n.d 1 3 n.d 22 26

34 Punta Quintana |45.199729s | 73.513791w | nd | n.d n.d 3 2 n.d 53 59

La figura 16 muestra el perfil caracteristico de Choromytilus chorus en el sector

bajo estudio de Islas Huichas, Region de Aysén. El perfil estuvo dominado por

STX con un valor promedio de 28 ug/100 g (50%) y por las GTXs cuyo valor

combinado fue de 28 ug/100 g. La unica toxina que no se detecto fue neoSTX.
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Figura 16. Perfil téxico promedio de toxinas paralizantes determinada en

Choromytilus chorus con una concentracion promedio de 55 ug STX eqg/100 g.
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Gari solida (Culengue)

Uno de los recursos mas abundantes en las zonas de muestreo correspondio
a Gari solida, presentando ademas las mayores toxicidades en comparacion a los
otros recursos (tabla 8). El 100% de las muestras analizadas estan por sobre la
norma de regulacion sanitaria (80 microgramos de STX equivalente por 100
gramos de marisco), alcanzando valores maximos de 7.092 ng STX eq/100 g en
Punta Quintana (45.199729s, 73.513791w; zona 34). Los perfiles detectados
varian de un sector a otro, sin embargo, las toxinas que detectaron en mayor
proporcion correspondieron a GTXs, las cuales se identificaron en la totalidad de
las muestras, aportando asi a la mayor concentracion (ug/100 g). La proporcion de
las toxinas dentro del total del analisis fue el siguiente: STX (17,4%), GTX-3/GTX-
2 (49,7%), GTX-4/GTX-1 (28,1%), GTX-5 (2,6%) y neoSTX (2,2%). Por otro lado,
las toxinas GTX-2 y GTX-4 mostraron mayores concentraciones en relacion a sus
epimeros GTX-3 y GTX-1 respectivamente. En la zona 34 se encontraron los
niveles mas altos de GTXs, cuyos valores fueron de: GTX-4 (2.364 pg/100 g),
GTX-1 (154 ng/100 g), GTX-5 (n.d), GTX-3 (2.441 ug/100 g), GTX-2 (1.626 ug/100
g), neoSTX (56 nug/100 g) y STX (452 nug/100 g) los que coinciden con la maxima
toxicidad de las muestras (7.092 ug STX eq/100 g), situacién que se aprecia en la

figura 17.

56



Tabla 8. Perfil de toxinas y toxicidad en Gari solida recolectadas en las diferentes

zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén (n.d = no

detectada). Toxicidad total expresada en ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug/100 g)
Toxicidad
Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | GTX4 | GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX Total
4 Isla Viel 45.192896s | 73.586825w | 209 57 67 170 | 174 n.d n.d 678
6 Islote La Garza | 45.223340s | 73.620868w | 453 22 155 | 167 | 236 21 791 1846
7 Islas Herraduras | 45.175410s | 73477686w | 259 | 400 | 569 n.d n.d 684 210 2122
9 Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w | n.d n.d 60 35 40 nd 564 700
10 Islas Herraduras | 45.184425s | 73.464562w | 192 | 165 83 148 | 296 n.d 583 1467
11 Islas Herraduras | 45.181452s | 73.460608w | 324 | 146 48 175 | 202 nd 377 1271
16 Islote Los Amigos | 45.124865s | 73.497396w | 153 | 178 n.d 783 | 722 61 58 1954
17 Isla Julian 45.114503s | 73.502580w | 157 | 347 85 181 | 414 n.d 799 1981
19 Isla Julian 45.103844s | 73.510936w | 766 | 689 n.d 629 | 413 n.d 452 2949
20 Punta Olea 45.043770s | 73.467782w | 943 | 262 | 172 | 354 | n.d nd 666 2398
21 Isla Nancul 45038287s | 73.437435w | n.d n.d 49 132 | 261 n.d 204 645
22 Isla Luchin 45.044544s | 73.422865w | 1099 | 452 n.d | 1042 | 1572 63 281 4510
26 Isla Chaculay 45.242198s | 73.547886w | n.d n.d n.d 133 | 982 232 583 1930
27 Isla Merinea 45.249272s | 73.604551w | 785 | 130 | n.d | 747 | 1195 nd 141 2998
28 Isla Atenais 45.241406s | 73.581214w | 1051 | 73 n.d 951 | 1047 n.d 617 3739
29 Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w | n.d n.d nd | 379 | 486 n.d 275 1140
30 Isla Costa 45.241370s | 73.567984w | 370 | 234 n.d 907 | 710 n.d 769 2989
31 Isla Pilcomayo | 45.228222s|73.533564w | 648 | 263 nd | 884 | 913 n.d 344 3051
32 Isla Pilcomayo 45.234422s | 73.525405w | 368 | 380 n.d | 1940 | 1763 n.d 549 5001
34 Punta Quintana |45.199729s | 73.513791w | 2364 | 154 | n.d | 2441 | 1626 56 452 7092

neoSTX se detectd en las zonas 6,

7,16, 22, 26 y 34 (tabla 9), siendo la zona 7

que corresponde a la Isla Herraduras (45.175410s, 73.477686w) el lugar donde

presentd toxicidades por sobre su promedio (684 ug/100 g),

y al igual que la

zona 16, el valor de neoSTX fue mayor al de STX. El isébmero STX alcanzé valores

maximos de 799 ug/100 g en la Isla Julian (zona 17; 45.114503s, 73.502580w) y
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un valor minimo de 58 ug/100 g en el Islote los Amigos (zona 16 (45.124865s,

73.497396w).

La figura 17 muestra el perfil promedio de toxinas paralizantes de esta especie,
en el se puede apreciar la altas concentraciones de GTXs las que dominan en el
perfil, aportando el 80,3% de la toxicidad total, mientras que neoSTX aporta el
2,2% y STX el 17,4%. Las concentraciones promedio detectadas corresponden a:
507 ng/100 g (GTX-4), 198 pg/100 g (GTX-1), 64 ng/100 g (GTX-5), 592 ug/100 g
(GTX-3), 653 ng/100 g (GTX-2), 56 pug/100 g (neoSTX) y de 436 ug/100 g para

STX.
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Figura 17. Perfil toxico promedio cuantitativo y cualitativo de toxinas paralizantes

en Gari solida con una toxicidad promedio de 2.505 ug STX eg/100 g.
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Tagelus dombeii (Navajuela)

Las muestras recolectadas de T. dombeii provenientes de Isla Luchin
(45.044544s, 73.422865w; zona 22; figura 8), presento una toxicidad de 99 ug
STX eq/100 g (tabla 9). En la evaluacion individual de las toxinas se puede
apreciar que STX fue la toxina con los niveles mas altos detectados (71 pug/100g).
Por otro lado, el perfil de los isdmeros y epimeros de GTXs, determiné que GTX-2
se detectara en una mayor concentracion y/o proporcion con respecto a su
epimero GTX-3, con concentraciones de 15y 6,0 ug/100 g respectivamente. A su
vez, neoSTX alcanzd un nivel de 7,0 ug/100 g, situacién que se aprecia en la
figura 18. Cabe destacar, que en el perfil evaluado, no se detecto ni identifico los

isdmeros de toxinas pertenecientes a GTX-4/GTX-1y GTX-5.

Tabla 9. Perfil de toxinas y toxicidad en Tagelus dombeii recolectadas en las
diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Regién de Aysén (n.d

= no detectada). ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug /100 g)

Toxicidad
Zona| LUGAR LATITUD LONGITUD | GTX4 | GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX Total

22 | Isla Luchin | 45.044544s | 73.422865w | n.d n.d n.d 6 15 7 71 99
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Figura 18. Perfil toxico de toxinas paralizantes determinada en Tagelus dombeii
colectada en Isla Luchin (45.044544s, 73.422865w), con una toxicidad total de 99

ug STX eq/100 g.
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Perfil de toxinas paralizantes en Gasterépodos

Concholepas concholepas (Loco)

Los analisis realizados a las muestras de Loco (C. concholepas) determinaron
toxicidades entre 12 ug STX eq/100 g (Isla Viel, zona 2) y 1.079 ug STX eq/100 g
(Islote la Garza, zona 6). STX fue la toxina dominante en todos los perfiles
estudiados, promediando valores de 882 nug/100 g (tabla 10) y aportando el 62,4%
de la toxicidad total en los perfiles analizados. En el grupo de las GTXs, los
epimeros GTX-3/GTX-2 se detectaron en todos los anadlisis a bajas
concentraciones, mientras que GTX-4/GTX-1 se detectdé uUnicamente en las
muestras provenientes de la zona 6, 7 y 13. Ademas, el isémero GTX-5 se detectd
en 4 de las 9 zonas (tabla 10) y destacan los sectores 5, 6 y 7 en donde esta

supero en concentracién a las otras GTXs.

61



Tabla 10. Perfil de toxinas y toxicidad en C. concholepas recolectadas en las
diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Regién de Aysén (n.d

= no detectada). Toxicidad total expresada en ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug/100 g)
Toxicidad
Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | GTX4 | GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX Total
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | n.d n.d 3 4 5 n.d n.d 12
5 Islote La Garza |45.227354s|73.617837w | n.d nd 20 6 7 74 60 167
6 Islote La Garza | 45.223340s | 73.620868w | 15 165 9 5 3 n.d 882 1079
7 Islas Herraduras | 45.175410s | 73477686w | 129 6 28 1 1 nd 25 190
13 Punta Riel 45.194944s | 73.396193w | 51 3 n.d 1 3 n.d 44 102
14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | n.d nd n.d 4 7 n.d 15 27
18 Isla Julian 45.109127s | 73.513445w | nd n.d n.d 1 3 52 115 172
22 Isla Luchin 45.044544s | 73.422865w | n.d nd n.d 11 29 n.d nd 41
29 Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w | n.d n.d n.d 27 13 n.d 12 51

El perfil toxico de la especie determinado para el sector de Islas Huichas, se
muestra en la figura 19. En él se aprecia la alta concentracion de STX con 128
ug/100 g. La concentracion promedio de la toxina GTX-2 (8,0 pg/100 g),
ligeramente superior a su epimero GTX-3 (7,0 ug/100), mientras que la de GTX-4
(22 ng/100 g) fue superior a GTX-1 (19 ug/100 g). La concentracién de GTX-5 fue

de 7,0 ug/100 g, en tanto que neoSTX obtuvo una concentracion de 14 ug/100 g.
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Figura 19. Perfil téxico promedio de toxinas paralizantes determinada en

Concholepas concholepas cuya toxicidad total es de 205 ng STX eq/100 g.
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Argobuccinum ranelliforme (Caracol del sur).

En las muestras recolectadas del gasterépodo carnivoro Argobuccinum
ranelliformes, se aprecia una alta toxicidad en todas las muestras. Los niveles de
STX equivalente mas altos se detectaron en la zona 3, correspondiente a la Isla
Viel (45.201836s, 73.592660w) cuyos valores alcanzaron niveles de 4.955 ng
STXeq/100 g de carne, mientras que la mas baja se encontré en la zona 14, Punta
Riel (45.190166s, 73.358193w) cuyo valor fue de 179 ug STX eq/100 g (tabla 11).
El perfil téxico promedio de las muestras (figura 20) determin6é que la toxina con
mayor presencia correspondi6 a STX la que presentdo un 757% de la
concentracion total por sobre neoSTX y GTXs las que soélo aportan el 0,5% y
31,3% respectivamente. A pesar que las toxinas GTX-3/GTX-2 se detectaron en el
100% de las muestras, su aporte al perfil de toxinas no supera al 18%. Ademas,
GTX-4 y GTX-1 soOlo se detectaron en la Isla Herraduras, zona 9 (45.186551s,
73.472231w) promediando valores de 467 ug/100 g para GTX-4 y de 225 ng/100 g
para GTX-1. Un dato relevante, fue la deteccién y cuantificacion de GTX-5, la que
se detectd en las zonas 2, 3, 5, 6, 9, 17 y 18 a concentraciones que sobrepasaron

en algunos casos, los niveles de otras toxinas presentes.

Por otro lado, neoSTX se detectd en tan solo 2 estaciones de muestreo las que
corresponde a Punta Riel (zona14) y Punta Quintana (zona 34), cuyos valores

fueron de 35 y 69 ug/100 g de carne respectivamente.
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Tabla 11. Perfil de toxinas y toxicidad en Argobuccinum ranelliforme recolectadas
en las diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Regién de

Aysén (n.d = no detectada). Toxicidad total expresada en ug STX eq/100 g.

Toxinas (ug/100 g)
Toxicidad
Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | GTX4 | GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX Total
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | n.d n.d 21 43 64 n.d 2585 2713

3 Isla Viel 45.201836s | 73.592660w | n.d nd 36 212 | 152 nd 4554 4955
5 Islote La Garza |45.227354s | 73.617837w | n.d n.d 53 154 | 213 n.d 1715 2135
6 Islote La Garza |45.223340s | 73.620868w | n.d nd 24 7 23 nd 3575 3628
9 Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w | 467 | 225 | 332 117 | 250 n.d 351 1741

14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | n.d nd nd 5 36 35 104 179
16 | Islote Los Amigos | 45.124865s | 73.497396w | n.d n.d n.d 601 | 496 n.d 712 1809
17 Isla Julian 45.114503s | 73.502580w | n.d nd 13 122 | 176 nd 237 548
18 Isla Julian 45.109127s | 73.513445w | n.d n.d 7 82 62 n.d 290 441
23 Isla Luchin 45.075572s | 73.432999w | n.d nd nd 29 39 n.d 241 309

34 Punta Quintana | 45.199729s | 73.513791w | n.d n.d n.d 437 | 343 69 1047 1896

La figura 20, muestra el perfil toxico promedio de las las toxinas paralizantes
encontradas en A. ranelliformes, el cual estuvo dominado por la STX, cuya
concentracion promedio fue de 1.401 nug/100 g (figura 20). La toxina con la menor
concentracion promedio fue neoSTX con un valor de 9,0 upg/100 g. La
concentracion promedio para las otras toxinas fue de 42 nug/100 g (GTX-4), 20
ug/100 g (GTX-1), 44 ug/100 g (GTX-5), 164 ug/100 g (GTX-3) y de 169 pg /100 g

para GTX-2.
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Figura 20. Perfil téxico promedio de toxinas paralizantes determinada en
Argobuccinum ranelliforme con una concentracion promedio de 1.850 ug STX eq

/100 g.
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Perfil de toxinas paralizantes en crustaceos

Austromegabalanus psittacus (Picoroco)

De las 2 muestras recolectadas de la especie A. psittacus, sélo la obtenida en
la en la zona 29 correspondiente a Isla Atenais (tabla 12) constato una toxicidad
por debajo de la norma de 80 ug STX eq/100 g. La unica toxina encontrada en el

perfil de A. psittacus correspondio al isémero STX, con un valor de 60 pug/100g.

Tabla 12. Perfil de toxinas y toxicidad de la especie Austromegabalanus psittacus
recolectadas en las diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas,

Region de Aysén (n.d = no detectada). Toxicidad total expresada en pug STX

eq/100 g.
Toxinas (ug/100 g)
Toxicidad
Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | GTX4 | GTX1 | GTX5 | GTX3 | GTX2 | neoSTX | STX total
1 Isla Vergara |45.198162s | 73.537395w | n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d 0
29 Isla Atenais | 45.237966s | 73.577138w | n.d n.d n.d n.d n.d n.d 60 60
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Toxinas Lipofilicas

Para la deteccion y cuantificacion de las toxinas lipofilicas mediante
cromatografia liquida con espectrometria de masa (LC-MS), se utilizé una solucion
mix de estandares, que consistio en: 20 yL de PTX-2 1,66 uM, 20 pL de YTX 1,53
uM, 20 pL de AZA-1 0,8 uM y 40 pL de OA/DTX1 4.89 uM/0.62 puM. En las figuras
21 y 22 se aprecian los cromatogramas de idon extraido (EIC) de la mezcla de
estandares, de esta forma a través de la obtencion de fragmentos caracteristicos
de estos, se pudo determinar la presencia de cada toxina. Uno de los parametros
empleados para la deteccion de estas toxinas son los fragmentos caracteristicos
como se aprecia en la tabla 13, siendo las transiciones para AO: m/z 803—255,
m/z 803—563 y m/z 803—785. YTX fragmentacion en: m/z 1141—1062; PTX-2
fragmentos de: m/z 877—823; AZA-1 fragmentos de: m/z 843—806, m/z 843—825
y DTX-1 con transiciones: m/z 817—255, m/z 817—563 y m/z 817—799 (Gerssen
et al. 2011). Ademas, a cada peak cromatografico de cada toxina identificada se le

determind su espectro de masas caracteristico (figura 23).

Tabla 13. Parametros para la determinacién de Toxinas lipofilicas mediante LC-

MS/MS (Fux et al. 2011, Gerssen et al. 2011).

ION
TOXINA| m/z | MOLECULAR FRAGMENTOS CARACTERISTICOS
AO 803 [M-H] 255-563-785-733-763-769
DTX-1 | 817 [M-H] 183-255-447-465-563-747-765-783-799
YTX |1147 [M-H] 599-671-799-855-925-977-1062
PTX-2 | 877 [M-H"] 213-275-439-551-823
AZA-1 | 843 [M-H"] 168-262-362-672-806-825
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Siguiendo estos parametros, se evaluaron, analizaron y cuantificaron todas las

muestras de invertebrados marinos de Isla Huichas, Puerto Aguirre, Region de

Aysén.
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Figura 21. Cromatograma LC-MS/MS de la solucion mix de estandares de toxinas

lipofilicas AO, YTX, PTX-2, AZA-1 y DTX-1.
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Figura 22. Cromatogramas LC-MS/MS de los estandares de toxinas lipofilicas AO,

YTX, PTX-2, AZA-1 y DTX-1 por separado.
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Perfil de toxinas lipofilicas en Bivalvos

Venus antiqua (Almeja)

Los resultados obtenidos desde muestras rerecolectadas de Venus antiqua
(n=21) evidenciaron la presencia de AO, DTX-1, YTX, AZA-1 y PTX-2 a
concentraciones variables dependiendo de la zona colectada (tabla 14). AZA-1 fue
la toxina que estuvo en presente en un mayor numero de casos en esta especie,
determinandose una concentracion de 45,1 ug/Kg, siendo este valor maximo
detectado en Isla Atenais, (zona 28; 45.241406s, 73.581214w; figura 8). DTX-1 fue
la toxina que presento altas concentraciones, con valores que promediaron los 217
ug/Kg en Isla Atenais (zona 28). Por otro lado, AO presentd una concentracion
maxima de 36,2 ug/Kg (zona 28; 45.241406s, 73.581214w) y PTX-2 una
concentracion de 56,7 ug/Kg en la zona 1 (Isla Vergara; 45.198162s, 73.537395w;

figura 8).

YTX presento una concentracion maxima de 12 ug YTX/Kg en la zona 29 (Isla
Atenais) y se detectdé ademas en la zona 9 (Isla Herraduras) a concentraciones de
8,95 ung YTX/Kg, valores que no superan el establecido como limite

internacionalmente establecido de 1 mg YTX/Kg.

Por otro lado, en las zonas 4 (Isla Viel), zona 27 (Isla Merinea) y zona 28 (Isla
Atenais) las concentraciones superaron la norma de 160 ug AO eg/Kg a
concentraciones de 185,7 ug AO eq/Kg, 210,2 ug AO eg/Kg y de 298,6 ug AO

eqg/Kg respectivamente.
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Tabla 14. Perfil de toxinas lipofilicas en Venus antiqua recolectadas en las
diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén

(figura 8).n.d. = no detectada. Valores expresados en ug/Kg.

Toxinas (ug/Kg)

Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD | OA [DTX-1| YTX | AZA | PTX-2
1 Isla Vergara 45.198162s | 73.537395w | Nn.d. n.d nd. | 5,45 56,7
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | n.d. | n.d. nd. | 11,9 | 47,4
3 Isla Viel 45.201836s | 73.592.660 | 9,31 | 89,2 nd. | n.d. n.d.
4 Isla Viel 45.192896s | 73.586825w | 17,8 | 167,6 | n.d. | n.d. n.d.
6 Islote La Garza | 45.223340s | 73.620868w | n.d. n.d. nd. | 6,21 n.d.
8 Islas Herraduras | 45.181588s | 73.476987w | n.d. | n.d. nd. | nd. n.d.
9 Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w | n.d. n.d. 8,95 | 2,38 n.d.
11 Islas Herraduras | 45.181452s | 73.460608w | 8,92 | 77,2 nd. | 7,45 9,62
16 Islote Los Amigos | 45.124865s | 73.497396w | n.d. n.d. nd. | 5,68 n.d.
17 Isla Julian 45.114503s | 73.502580w | n.d. | n.d. nd. | 892 n.d.
20 Punta Olea 45.043770s | 73.467782w | n.d. n.d. nd. | 13,7 n.d.
21 Isla Nancul 45038287s | 73.437435w | n.d. | n.d. nd. | 4,62 n.d.
22 Isla Luchin 45.044544s | 73.422865w | n.d. | n.d. nd. | n.d. 1,06
24 Isla Hilda 45.079594s | 73.446156w | n.d. | n.d. nd. | 3,86 n.d.
26 Isla Chaculay 45.242198s | 73.547886w | Nn.d. n.d. nd. | n.d. n.d.
27 Isla Merinea 45.249272s | 73.604551w | n.d. | 186,7 [ n.d. | 23,5 n.d.
28 Isla Atenais 45.241406s | 73.581214w | 36,2 | 217,3 | n.d. | 45,1 n.d.
29 Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w | n.d. | n.d. [ 12,0 | n.d. n.d.
31 Isla Pilcomayo | 45.228222s | 73.533564w | 4,05 | 101,6 | n.d. | n.d. n.d.
32 Isla Pilcomayo | 45.234422s | 73.525405w | n.d. | 115,1 | n.d. | 8,03 n.d.
35 Isla Vergara 45.178624s | 73.521049w | n.d. | n.d. nd. | 6,59 n.d.

En la figura 24 se observa el perfil promedio de V. antiqua correspondiente al
sector total de Islas Huichas, donde se aprecia la dominancia de DTX-1 cuya
concentracion promedio fue de 45 ug/Kg. Las otras toxinas mostraron valores de
4,0 ug/Kg (AO), 7,0 ug/Kg (AZA-1) y de 5,0 pg/Kg (PTX-2), mientras la

concentracion de YTX fue de 1,0 ug YTX/Kg.
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Figura 24. Perfil promedio de toxinas lipofilicas identificadas y cuantificadas en
Venus antiqua, en el sector de Isla Huichas, Region de Aysén. Toxicidad total de

56 ug AO eg/Kg y 1,0 ug YTX/Kg.
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Aulacomya ater (Cholga)

Los resultados obtenidos de los analisis de toxinas lipofilicas realizados a la
especie A. ater se pueden apreciar en detalle en la tabla 15. En ella, se aprecia
una alta presencia y dominio de YTX en 14 de las 16 muestras (87,5 %), seguido
por AZA-1 (62,5%), PTX-2 (56,3%), AO (25%) y DTX-1 (18,8 %). De estas, DTX-1
fue la toxina que presentd las mayores concentraciones detectadas con 287,2
ug/Kg en Puerto Rosita, zona 33 (45.233380s, 73.497803w), aunque su presencia
no fue relevante en la mayoria de los puntos evaluados en las zonas de
monitoreo. Su presencia ademas, siempre estuvo asociada en forma simultanea a
la identificacion de AO (23,7 ug/Kg; N=3), aun cuando la presencia de YTX (18,1
ug/Kg) y AZA (21,8 ug/Kg), se detectaron con una mayor incidencia, no fueron

dentro de un perfil complejo en el promedio de muestras evaluadas.

En la zona 33 (Puerto Rosita) se determin6 la maxima toxicidad, con un valor
de 332,7 ug AO eq/Kg, ademas de la zona 2 (191,8 ug AO eq/Kg) y 14 (177 ng AO
eg/Kg). La toxina YTX alcanz6 rangos de toxicidad entre los 3,4 ug YTX/Kg y 35,2

ug YTX/Kg (tabla 16).
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Tabla 15. Perfil de toxinas lipofilicas en Aulacomya ater, recolectadas en las

diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén (n.d.

= no detectada). Valores expresados en ug/Kg.

Toxinas (ug/Kg)

Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD | OA | DTX-1 | YTX | AZA | PTX-2
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | 7,2 | 114,8 | n.d. | 23,6 | 46,2
6 Islote La Garza | 45.223340s |73.620868w | n.d.| n.d. [8,93]21,3| n.d.
8 Islas Herraduras | 45.181588s | 73.476987w | n.d. | n.d. [15,7| n.d.| 34,8
9 Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w | n.d. | n.d. [23,9|n.d.| 12,3
12 | Islas Herraduras | 45.174903s | 73.446989w | n.d. | n.d. |34,7|7,71| 18,6
13 Punta Riel 45.194944s | 73.396193w | n.d, | n.d. [19,5( n.d.| n.d.
14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | 21,8 124,9 |35,28,93| 21,4
15 Punta Riel 45.195302s | 73.343199w | n.d. | n.d. |33,2|9.52| 20,3
16 | Islote Los Amigos | 45.124865s | 73.497396w | n.d. | n.d. |3,37|7,04( n.d.
17 Isla Julian 45.114503s | 73.502580w | 21,9| n.d. |9,32]7,64| n.d.
18 Isla Julian 45.109127s | 73.513445w | n.d. | n.d. [18,3[8.96]| 13,8
20 Punta Olea 45.043770s | 73.467782w | n.d. | n.d. |23,8| n.d.| 15,8
23 Isla Luchin 45.075572s | 73.432999w | n.d. | n.d. |n.d. | nd.| n.d.
25 Isla Chaculay 45.242198s | 73.547886w | n.d. | n.d. [26,9| n.d.| n.d.
33 Puerto Rosita 45.233380s | 73.497803w | 23,7 | 287,2 | 18,1(21,8]| n.d.
34 Punta Quintana | 45.199729s | 73.513791w | n.d. | n.d. |[8,55]6,04| 27,1

En la figura 25 se observa el perfil promedio de la especie en la zona de
estudio. DTX-1 correspondié a la toxina de mayor concentracion (33 pg/Kg),
seguida por YTX (17 pg/Kg), PTX-2 (13 pg/Kg), AZA-1 (7,0 ng/Kg) y AO (5,0

ng/Kg).
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Figura 25. Perfil promedio de toxinas lipofilicas identificadas y cuantificadas en

Aulacomya ater, en el sector de Isla Huichas, Region de Aysén. Toxicidad total de

76 ug AO eg/Kgy 18 ug YTX/Kg.



Mytilus edulis chilensis (Chorito)

Del total de zonas evaluadas en el sector de Islas Huichas, en solo 4 de ellas
se obtuvo este recurso, pero sélo dos evidenciaron la presencia de toxinas
lipofilicas por HPLC-MS/MS (tabla 16). De estas, Isla Luchin (zona 23) presentd
simultaneamente YTX a una concentracion de 12,7 ug YTX/Kg, y de AZA-1y
PTX-2 con una concentracién de 31,1 ug AO eqg/Kg. Por otro lado, la zona 25
correspondiente a la Isla Chaculay, zona distante en aproximadamente de 50 kms

de Isla Luchin, se detectd la presencia s6lo de AZA-1 a una concentracion de 44,2

na/Kg.

Tabla 16. Perfil de toxinas lipofilicas en Mytilus edulis chilensis recolectadas en las
diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén (n.d.

= no detectada). Valores expresados en ug/Kg

ug/Kg
Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD | AO DTX-1 YTX | AZA PTX-2
5 Islote La Garza |45.227354s|73.617837w| n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

5 Islote La Garza |45.227354s|73.617837w | n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
23 Isla Luchin 45.075572s|73.432999w | n.d. n.d. 12,7 9,3 21,8
25 Isla Chaculay [45.242198s|73.547886w | n.d. n.d. nd. | 44,2 n.d.
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Choromytilus chorus (Choro Zapato)

Las zonas que reflejaron presencia de toxinas en esta especie
correspondieron a 6 en total. De estas, las mas altas concentraciones fueron
aplicables a DTX-1, alcanzando un valor maximo de 345,7 ug/Kg (Isla Atenais;
figura 8). Su presencia en algunos casos estuvo ligado a la toxina AO, aun cuando
también destaco por estar sola y predominar significativamente el perfil toxico total
de toxinas lipofilicas (Islote los amigos y Punta Riel respectivamente) (tabla 17).
No menor fue la abundancia detectada para YTX, la que se detectdé en un 57,1%
de los casos, seguida por AZA-1 y PTX-2 en el total de casos. Un perfil complejo y
destacado del total de casos evaluados, correspondié a Punta Riel (zona 14) en
que destaco por todas las toxinas

presentar lipofilicas conocidas en

concentraciones variables, predominada evidentemente por DTX-1.

Tabla 17. Perfil de toxinas lipofilicas en Choromytilus chorus recolectadas en las
diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén (n.d.

= no detectada). Valores expresados en ug/Kg.

Toxinas (ug/Kg)

Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD | AO | DTX-1 | YTX | AZA | PTX-2
7 Islas Herraduras |45.175410s| 73477686w | n.d. n.d. 247 | n.d. n.d.
9 Islas Herraduras |45.186551s|73.472231w | n.d. n.d. 46,7 | 23,9 n.d.
14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | 17,8 | 111,9 | 8,92 | 13,4 34,6
16 | Islote Los Amigos | 45.124865s|73.497396w | 9,31 | 221,9 | n.d. | 3,51 n.d.

29a Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w | n.d. | 345,7 | 34,7 | n.d. n.d.

29b Isla Atenais 45.237966s|73.577138w | n.d. | 196,3 | n.d. | n.d. n.d.
34 | Punta Quintana |[45.199729s(73.513791w | n.d. n.d. nd. | nd. n.d.

79




La figura 26 muestra el perfil toxico promedio de la especie Choromytilus
chorus colectados en el sector de analisis (Islas Huichas). De entre todas las
toxinas estudiadas, DTX-1 fue la que presentd la mayor concentracion promedio
en la zona, con un valor de 125,1 ug/Kg lo que corresponde al 80% de la toxicidad
total (156 pg AO eqg/Kg). Las otras toxinas presentaron bajas concentraciones,
siendo estas de 3,9 ug/Kg (AO), 5,83 ng/Kg (AZA-1), 4,94 ng/Kg (PTX-2) y de 16,4
ng YTX/Kg de Yessotoxina. A su vez la figura 27 se aprecia el espectro de masa
caracteristico y que determina la presencia indudable de la YTX en la especie

Choromytilus chorus.
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Figura 26. Perfil promedio de toxinas lipofilicas identificadas y cuantificadas en
Choromytilus chorus, en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén. Toxicidad

total de 156,1 ug AO eq/Kg y 16,4 ug YTX/Kg.
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Figura 27. Espectro de masa de YTX de la muestra de Choromytilus chorus

colectada desde Isla Herraduras, zona 7.
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Gari solida (Culengue)

Los resultados de los analisis de toxinas lipofilicas realizados a G. solida
evidenciaron perfiles complejos de toxinas desde algunas de las zonas evaluadas
(tabla 18), identificandose las siguientes toxinas: AO, DTX-1, PTX-2, YTX y AZA-1.
AO se detecto en un 40 % de las muestras de Culengue, siendo el valor maximo
detectado de 29,2 ug/Kg en lIsla Costa y un valor minimo de 1,03 pug/Kg en Isla
Pilcomayo (zona 32). DTX-1 al igual que AO se detect6 en el 40% de las muestras
y fue la toxina que presento concentraciones superiores, promediando valores de
213,6 ug/Kg, su deteccion en la mayoria de las muestras estuvo asociada a la
presencia de AO situacibn que se determiné en Isla Herraduras, zona 9
(45.184425s, 73472231w), Isla Merinea, zona 27 (45.249272s, 73.604551), Isla
Atenais, zona 28 y 29 (45.237966s, 73.577138w) y Punta Quintana, zona 34

(45.199729s, 73.513791w).

PTX-2 se identificod solo en Islote los Amigos (zona 16), Isla Atenais (zona 29)
y Punta Quintana (zona 34), obteniendo una concentracion maxima de 67,9 ug/Kg
(zona 29). Por su parte, AZA-1 correspondio a la toxina que se detecté con mayor
recurrencia (60%) con respecto a sus congéneres lipofilicos, detectandose con
valores entre 1,02 pg/Kg (Isla Nacul 45.038287, 73.437435w) y 42,7 ug/Kg (Isla
Atenais 45.241406s, 73.581214w). A su vez, Yessotoxina (YTX) sélo se identifico
en el 25% del total de muestras evaluadas con un valor maximo de 18,7 pug

YTX/Kg.
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Destaca de entre las muestras el perfil identificado en Punta Quintana (zona
34), lugar donde se identificod simultdneamente la presencia de AO (3,01 ug/Kg),
DTX-1 (44,8 ng/Kg), AZA-1 (11,6 ng/Kg) y PTX-2 (21,8 ug/Kg) con una toxicidad

total de 81,2 ug AO eq/Kg y de 5,02 ug YTX/Kg.

Tabla 18. Perfil de toxinas lipofilicas en Gari solida recolectadas en las diferentes

zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén (n.d. = no

detectada). Valores expresados en ug/Kg.

Toxinas (ug/Kg)
Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | OA | DTX-1| YTX | AZA | PTX-2
4 Isla Viel 45.192896s | 73.586825w | 21,4 n.d. |n.d.|n.d.| n.d.
6 Islote La Garza |45.223340s| 73.620868w | n.d. | n.d. (11,2 n.d.| n.d.
7 Islas Herraduras |45.175410s| 73477686w | n.d.| n.d. | n.d.|9,46]| n.d.
9 Islas Herraduras |45.186551s| 73.472231w | 2,65| 76,1 | n.d. |5,83| n.d.
10 | Islas Herraduras |45.184425s| 73.464562w [ n.d. | n.d. | n.d. |4,87| n.d.
11 | Islas Herraduras |45.181452s| 73.460608w | n.d. | n.d. | n.d.|3,68| n.d.
16 | Islote Los Amigos | 45.124865s | 73.497396w | n.d. | 67,3 [ n.d. [6,93] 17,3
17 Isla Julian 45,114503s| 73.502580w | n.d.| n.d. |[3,97 | n.d. | n.d.
19 Isla Julian 45.103844s| 73.510936w | n.d. | n.d. | n.d.|n.d.| n.d.
20 Punta Olea 45.043770s| 73.467782w | n.d. | n.d. | n.d.|nd. | n.d.
21 Isla Nancul 45.038287s| 73.437435w [ n.d.| n.d. [18,7]|1,02]| n.d.
22 Isla Luchin 45.044544s| 73.422865w [ n.d.| n.d. [16,3| n.d. | n.d.
26 Isla Chaculay |45.242198s| 73.547886w | n.d. [ n.d. | n.d. [18,3]| n.d.
27 Isla Merinea 45.249272s| 73.604551w | 15,3 213,6 | n.d. | n.d. | n.d.
28 Isla Atenais 45.241406s | 73.581214w | 26,7 | 163,8 | n.d. (42,7 | n.d.
29 Isla Atenais 45.,237966s| 73.577138w (10,7 | 108,7 | n.d. |33,1| 67,9
30 Isla Costa 45.241370s | 73.567984w | 29,2 n.d. |n.d.[9,16| n.d.
31 Isla Pilcomayo [45.228222s| 73.533564w | n.d.| 55,1 [ n.d.|n.d.| n.d.
32 Isla Pilcomayo |45.234422s| 73.525405w |1,03( 27,2 | n.d. |2,37| n.d.
34 | Punta Quintana |[45.199729s| 73.513791w (3,01| 44,8 |5,02|11,6| 21,8
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El perfil de las toxicidades promedios detectados en la especie G. solida se
aprecia en la figura 28. Este perfil destaca por el predominio de DTX-1, siendo

parte importante de la toxicidad total promedio de 37,8 ug/Kg.
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Figura 28. Perfil promedio de toxinas lipofilicas identificadas y cuantificadas en
Gari solida, en el sector de Isla Huichas, Region de Aysén. Toxicidad total de 58,9

ug AO eg/Kgy 2,8 ug YTX/Kg.

84



Tagelus dombeii (Navajuela)

Este recurso, correspondio al
obteniéndose una cantidad representativa de muestra sélo en Isla Luchin (zona
22). En esta especie de bivalvo (Tagelus dombeii), solo se detectd e identificd la
presencia de YTX a una concentracion de 9,61 ug YTX/Kg, no detectandose las

otras 4 toxinas (PTX, AO, DTX-1 y AZA-1) en los espectros de masa evaluados

(tabla 19).

Tabla 19. Perfil de toxinas lipofilicas en Tagelus dombeii colectada en Isla Luchin,

mas escaso del total

de

los evaluados,

sector de Islas Huichas, Regién de Aysén (n.d. = no detectada). Valores

expresados en ug/Kg.

Zona

LUGAR

LATITUD

LONGITUD

Toxinas (ug/Kg)

OA

DTX-1

YTX

AZA

PTX-2

22

Isla Luchin

45.044544s

73.422865w

n.d.

n.d.

9,61

n.d.

n.d.
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Perfil de toxinas lipofilicas en Gasterépodos
Concholepas concholepas (Loco)

Los analisis realizados al gasteropodo Concholepas concholepas evidencian al
igual que en algunos bivalvos la presencia de un perfil complejo en algunos casos
de toxinas lipofilicas. Dentro de los estudios no se detectaron toxicidades por
sobre la norma, siendo los valores mas altos registrados de 113,5 ug AO eqg/Kg
(Punta Riel, zona 14) y de 91,4 ug YTX/Kg (Isla Luchin, zona 22). Sin embargo, a
diferencia de los bivalvos, su toxicidad estuvo predominada por la presencia de
YTX y AZA-1, aun cuando sus toxicidades individuales no eran relevantes, su
marcada presencia en los diferentes puntos destaca por sobre el resto (tabla 20).
Acido Okadaico (AO) fue detectado en algunas zonas como lIsla Viel, zonas 2;
Punta Riel, zona 14 e Isla Atenais, zona 29 a bajas concentraciones, siendo su
identificacion asociada en los casos detectados a DTX-1 con concentraciones de

89,5 ug/Kg y 67,3 ug/Kg (Punta Riel e Isla Atenais).

Por otro lado, YTX se detectd solo en un 44,4% de las muestras, alcanzando
valores que fluctuaron entre 1,67 y 91,4 ug/Kg, mientras que la PTX-2 registro

valores maximos de 11,5 ug/Kg (Punta Riel, zona 14).

En esta especie destaco la presencia de AZA-1 siendo la toxina que se detectd
en un mayor numero de casos, sin embargo, los valores registrados no superan

los 31,7 ug/Kg.
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Isla Atenais (zona 29) fue la unica que presentd las 5 toxinas analizadas,
siendo DTX-1 la de mayor concentracion (67,3 ug/Kg) situaciéon que también se ve
reflejada en la figura 29, donde se muestra el perfil promedio de la especie. Los
cromatogramas obtenidos mediante LC-MS/MS revelan la presencia de éstas
toxinas, reflejado en su patrén de fragmentacion caracteristico en el espectro de

masa de AO y DTX-1 como se aprecia en las figuras 30 y 31.

Tabla 20. Perfil de toxinas lipofilicas en Concholepas concholepas recolectadas en
las diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén

(n.d. = no detectada). Valores expresados en ug/Kg.

Toxinas (ug/Kg)

Zona LUGAR LATITUD LONGITUD | AO | DTX-1 | YTX | AZA-1 | PTX-2
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | 2,3 | nd. |[nd.| 6,71 n.d.
5 Islote La Garza |45.227354s|73.617837w | n.d.| nd. |nd.| n.d. n.d.
6 Islote La Garza |45.223340s|73.620868w | n.d.| n.d. [1,67| 2,45 n.d.
7 | Islas Herraduras | 45.175410s | 73477686w | n.d.| n.d. |[n.d.| n.d. 4,56
13 Punta Riel 45.194944s(73.396193w | n.d. | n.d. [8,95| 3,21 n.d.
14 Punta Riel  [45.190166s|73.358193w |6,74| 89,5 |12,7| 5,76 | 11,5
18 Isla Julian 45.109127s|73.513445w | nd.| n.d. |[nd.| 1,84 n.d.
22 Isla Luchin 45.044544s)73.422865w | n.d. | n.d. |91,4| 31,7 n.d.
29 Isla Atenais 45.,237966s|73.577138w | 2,01 67,3 |n.d.| 5,01 n.d.
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Figura 29. Perfil promedio de toxinas lipofilicas detectadas en Concholepas
concholepas recolectadas en el sector de Islas Huichas, Region de Aysén.

Toxicidad total de 39,5 ug AO eqg/Kg, 12,8 ug YTX/Kg
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Figura 30. Cromatograma de LC-MS/MS obtenida desde Concholepas

concholepas recolectadas en Isla Atenais (zona 29).
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Figura 31. Espectro de masa de AO y DTX-1 obtenidos desde la muestra de

Concholepas concholepas correspondiente a Isla Atenais (zona 29).
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Argobuccinum ranelliformes (Caracol del sur)

Los resultados obtenidos tras los analisis realizados al gasterépodo A.
ranelliformes determin6é la identificacion y cuantificacion de las 5 toxinas
estudiadas, siendo sus concentraciones mas altas detectadas en las diferentes
zonas de estudios de 15,6 ug/Kg (AO), 78,3 ng/Kg (DTX-1), 11,8 ug/Kg (YTX),
9,18 ug/Kg (AZA-1) y 18,1 ug/Kg (PTX-2) (tabla 21). En ninguno de los casos se
superd la norma europea establecida (160 ug AO eqg/Kg), correspondiendo el
maximo valor detectado a 93,9 ug AO eq/Kg en Islote Garza, zona 6 (45.227354,

73.617837w).

YTX se detectd y cuantificd en 7 de los 11 sectores de monitoreo, detectandose
valores de hasta 32,1 ug YTX/Kg en el sector de Isla Luchin, (zona 23) y su valor

mas bajo fue de 2,2 ug YTX/Kg.
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Tabla 21. Perfil de toxinas lipofilicas en Argobuccinum ranelliformes recolectadas

en las diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Regién de

Aysén (n.d. = no detectada). Valores expresados en ug/Kg.

Toxinas (ug/Kg)

Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD | OA | DTX-1( YTX | AZA-1 | PTX-2
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w | n.d. | nd. | n.d.| 4,67 | 11,9
3 Isla Viel 45.201836s | 73.592.660 | n.d. | n.d. |6,56| 9,18 | n.d.
5 Islote La Garza |45.227354s|73.617837w|15,6| 78,3 | n.d.| n.d. n.d.
6 Islote La Garza |45.223340s|73.620868w | n.d.| n.d. |n.d.| 5,53 | 18,1
9 Islas Herraduras | 45.186551s|73.472231w | n.d.| nd. |11,8| 1,84 | n.d.
14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | 9,55| n.d. |2,19]| n.d. n.d.
16 | Islote Los Amigos | 45.124865s|73.497396w | n.d. | 11,4 |1,09| 3,85 | n.d.
17 Isla Julian 45.114503s | 73.502580w | n.d. | 23,5 |3,86| n.d. n.d.
18 Isla Julian 45,109127s|73.513445w | n.d. | nd. |2,21| 1,03 | n.d.
23 Isla Luchin 45.075572s(73.432999w | n.d. | n.d. |32,1| 7,32 | 11.8
34 | Punta Quintana |45.199729s(73.513791w | n.d. | n.d. |[n.d.| n.d. n.d.

El perfil toxico promedio de la especie en el sector de analisis de Islas Huichas
(figura 32) muestra estar dominado por la toxina DTX-1 cuya concentracion
promedio fue de 10 upg/Kg, mientras que la segunda toxina de mayor
concentracion fue YTX (5 ug/Kg). Las otras toxinas mostraron concentraciones

promedios de 2,0 ug/Kg (AO), 3,0 ug/Kg (AZA-1) y de 4,0 ug/Kg de PTX-2.
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Figura 32. Perfil promedio de toxinas lipofilicas identificadas y cuantificadas en
Argobuccinum ranelliforme, en el sector de lIsla Huichas, Regién de Aysén.

Toxicidad total de 25 ng AO eq/Kg y 5,0 ng YTX/Kg.

Los datos antes expuestos, son resultado de las evaluaciones realizadas a
cada matriz, a través, de HPLC-MS. La figura 33 muestra el cromatograma de
masa obtenido desde las muestras recolectadas en Islote la Garza (zona 5) en
estos se aprecia los picos cromatograficos de AO y DTX-1, coincidentes con los
tiempos de retencion de los estandares analiticos utilizados. De esta forma, el
espectro de masas obtenido de dichas muestras, refleja un perfil de fragmentos

caracteristicos para cada toxina identificada (figura 34).
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Figura 33. Cromatogramas de LC-MS/MS de la muestra de A. ranelliformes

provenientes del Islote la Garza sector de Islas Huichas.

93




5 E
&
m. ¥
£
! :
- Ll
wi PRI
|
g
g 8
Prim—
(-] —
izze-| &ezTe—
o
P ose— u_n_.nim
FEQEe— 3o m
YT .
¥R = o hRd
wors—— &R
Odbd—
E Ens—|
-1 — =
BB L'rae—|
L I—
oo —
T — -8
ZeeR (N1 —
b'ESE— = Ere —
eze|
LFhE—]
L
Y- — O e —|
T b ezr—| .
S ELE——
FreE—]
o'eEE——] H AT ——
beaz wees—r
PR rRT
ezzz
-
o P
< a
T EEEmERREE T R e e R B T T ]
g & B B &8 = B 8B & & v =°

Figura 34. Espectros de masas de AO y DTX-1 obtenidos desde A. ranelliformes

colectado en Islote Garza, sector de Islas Huichas, Region de Aysén.
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Perfil de toxinas lipofilicas en crustaceos

Austromegabalanus psittacus (Picoroco)

Los analisis realizados a las dos muestras de A. psittacus detectaron la
presencia de AZA-1 y PTX-2 s6lo en la zona 1 (tabla 22), a concentraciones de
451 y 259 ug/Kg (Isla Vergara; 45.198162s, 73.537395w) alcanzando una
toxicidad total de 71 ug AO eq/Kg, valor que no supera la norma establecida
internacionalmente de 160 pg AO eqg/Kg, (figura 35). En la Isla Atenais, zona 29

no se detecto ni identificd ninguna de las toxinas lipofilicas analizadas.

Tabla 22. Perfil de toxinas lipofilicas en Austromegabalanus psittacus recolectadas

en las diferentes zonas de muestreo en el sector de Islas Huichas, Region de

Aysén (n.d = no detectada). Valores expresados en ng/Kg.

Toxinas (ug/Kg)
Zona| LUGAR LATITUD | LONGITUD | OA | DTX-1 | YTX | AZA-1 | PTX-2
1 |lIslaVergara|45.198162s|73.537395w |n.d.| n.d. n.d. 25,9 45,1
29 | Isla Atenais [45.237966s | 73.577138w | n.d.[ n.d. n.d. n.d. n.d.
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Figura 35. Perfil de toxinas lipofilicas identificadas y cuantificadas en

Austromegabalanus psittacus, en el sector de Isla Vergara. Toxicidad total de 71

ug AO eqg/Kg.
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DISCUSION

Las Floraciones Algales Nocivas (FAN) es un fenomeno natural que ha
adquirido gran importancia en los ultimos afios a nivel mundial dado el aumento en
su frecuencia, extension y por el potencial dafio que puede provocar a la
economia y a la salud humana. El caracter endémico que poseen las toxinas del
VDM y VPM en los canales y fiordos del sur de Chile, se ve notablemente
potenciado con recientes hallazgos de nuevas toxinas tales como Azaspiracidos

(AZAs) y Pectenotoxinas (PTX).

La presencia de toxinas paralizantes (STX y sus analogos) y toxinas lipofilicas
(AO, DTX-1, AZA-1, YTX, PTX-2) en las muestras de invertebrados marinos
(Cholgas, Choritos, Choro zapato, Caracol del sur, Loco, Almeja, Culengues,
Navajuelas y Picorocos) estudiados en el sector Islas Huichas, Region de Aysén,
demuestran la importancia de los estudios toxicolégicos realizados a estas

especies por ser recursos de explotacion comercial.
Toxinas Paralizantes

Los resultados obtenidos de los analisis de toxinas paralizantes a las 91
muestras de invertebrados marinos colectados en un total de 35 estaciones,
determinaron que el 82,4% de estas sobrepasaron el limite regulatorio de 80 ng
STX eq/100 g de carne de molusco. La altas toxicidades determinadas en los
analisis, mostré altos niveles toxicos en los organismos filtradores Gari solida,

Venus antiqua, Mytilus edulis chilensis, Choromytilus chorus. Esto basicamente
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ocurre debido a su mecanica de alimentacién, ya que acumulan de manera mas
rapida las toxinas producidas por el fitoplancton nocivo (Garcia et al 2004,
Valreltzis & Undelan 2008, Bauder et al 2001, Torgersen et al 2008), en el caso
particular de toxinas paralizantes, el dinoflagelado Alexandrium catenella. Por otro
lado, los gasteropodos carnivoros Concholepas concholepas y Argobuccinum
ranelliformes también presentaron altas toxicidades (1.079 y 4.955 ug STX eq/100
g, respectivamente) debido a que se alimentan de moluscos bivalvos como

Choritos y Almejas los que acumulan estas toxinas.

El perfil de toxinas encontrado en las especies analizadas coincide con los
encontrados en A. catenella por Lagos (1998), Compagnon et al. (1998) y Krock et
al. (2007) compuesto por los isomeros C1/C2, C3/C4, GTX-4/GTX-1, GTX-5, GTX-

3/GTX-2, neoSTX, decSTX y STX.

En las muestras de Mytilus edulis chilensis, se detectd toxicidades muy por
sobre la norma legislativa, alcanzando valores promedios de 4.202 ug STX eq/100
g, datos obtenidos desde Isla Luchin (45.075572s, 73.432999w). Sin embargo,
estos valores en ningun caso llegan a ser referenciales, pues la estacionalidad y
variabilidad afio a afo asi lo demuestran. Asi por ejemplo, en la zona se ha
detectado por presentar niveles de 107.129 ug STX eq/100 g, en la misma especie

(Molinet et al. 2003).
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Por otro lado, los resultados obtenidos en los gasteropodos Concholepas
concholepas y Argobuccinum ranelliforme son similares a los obtenidos por los de
Compagnon et al. (1998) en donde las maximas toxicidades encontradas en
glandulas digestivas de ambos moluscos fue de 1.079 pg STX eq/100 g y 4.955
ug STX eq/100 g respectivamente. Los perfiles de toxinas se asemejan al de sus
presas naturales (cholgas, Choritos), sin embargo, la concentracion de las toxinas
varia, siendo la STX la que domina en los perfiles, patrén que también ha sido
encontrado en gasteropodos de Japdn como Rapana venosa (lto et al. 2004),
donde STX, neoSTX y dcSTX son las principales toxinas encontradas en

gasterdépodos.

En el bivalvo Tagelus dombeii se determiné un concentracién de 99 ug STX
eq/100 g, cuyo perfil estuvo dominado por STX, identificandose ademas GTX-3 y
GTX-2, siendo GTX-2 de mayor concentracion, patron que es reiterativo dentro de

los perfiles de moluscos intoxicados con VPM (Lagos 2003).

Toxinas lipofilicas

Las toxinas AO y DTX-1 han sido ampliamente estudiadas en Chile siendo
Dinophysis acuta el productor de estas toxinas (Garcia et al. 2004). Una de las
especies de la que se tiene mayor registro corresponde a Mytilus edulis chilensis
(Zhao et al. 1993, Garcia et al. 2001, Garcia et al. 2004, 2005, 2006 y 2010). En
las muestras analizadas de las Islas Huichas DTX-1 estuvo presente en un 24,6%

de las muestras, alcanzando altos valores en especies como Choromytilus chorus
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(345,7 ng/kg), Venus antiqua (217,3 ng/kg), Aulacomya ater (287,2 png/kg) y Gari
solida (213,6 ug/kg) valores que en todos sus casos superan la norma
internacionalmente establecida de 160 pg/kg. Sin embargo, en la especie M. edulis
chilensis desde el sector de Islas Huichas no se detecté AO ni DTX-1, resultados
que distan a los publicados por Garcia et al. (2004, 2005, 2006 y 2010), en donde
los perfiles identifican a AO a concentraciones de 36,2 ug/kg, situacién que es

planteada igualmente por Zhao et al. (1993).

La presencia de PTXs en Chile ha sido reportada en la especie Dinophysis
acuminata por Blanco et al. (2007), Krock et al. (2009) y por Fux et al. (2011)
siendo la unica toxina identificada en los perfiles PTX-2. Los resultados obtenidos
a través de los analisis reafirman lo expuesto, ya que en los perfiles evaluados en
las diferentes especies solo se detecté PTX-2 con un rango de toxicidad de entre
1,6 ng/kg y 67,9 ug/kg, variacion asociada al tipo de especies evaluadas. La tabla
23 muestra las maximas concentraciones de PTX-2 encontradas en las 9 especies
analizadas, a excepcion de la Navajuela, siendo el primer registro de estas toxinas
en los recursos estudiados, ya que hasta le fecha no existen publicaciones al

respecto.
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Tabla 23. Lugares de muestreo, especie y maxima concentracion de PTX-2

encontrada en las muestras de Islas Huichas, Regién de Aysén. Valores

expresados en ug/Kg.

Concentracion PTX-2
Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD Especie (ug/Kg)
1 Isla Vergara |45.198162s|73.537395w V. antiqua 56,7
1 Isla Vergara |45.198162s|73.537395w A. psittacus 45,1
2 Isla Viel 45.205010s | 73.581064w A. ater 46,2
6 Islote La Garza |45.223340s|73.620868w | A. ranelliformes 18,1
14 Punta Riel 45.,190166s | 73.358193w C. chorus 34,6
14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w | C. concholepas 11,53
23 Isla Luchin 45.075572s|73.432999w | M. edulis chilensis 21,8
29 Isla Atenais |45.241406s|73.581214w Gari Solida 67,9

Por otro lado, YTX fue una de las toxinas mas abundantes dentro de las
especies evaluadas (41,8%), siendo Austromegabalanus psittacus la unica
especie en la que no se detectdé. La maxima concentracion se determind en el
gasterépodo Concholpas concholepas proveniente de Isla Luchin (45.044544s,
73.422865w) con un valor promedio de 91,4 ug/kg. Sin embargo, la toxina destaco
por su presencia en la especie Aulacomya ater, detectandose en un 85,7% de los
casos. La presencia de estas toxinas en Chile ha sido reportada por Yasumoto &
Takizawa (1997) en Mytilus edulis chilensis provenientes del Archipiélago los
Chonos, en Mesodesma donacium y Mulina edulis (Alvarez et al. 2010) y en
muestras de plancton hechas por Krock et al. 2009 en la bahia de Arica y en
Bahia Mejillones por Alvarez et al. (2011) provenientes desde un florecimiento de

Protoceratium reticulatum detectandose concentraciones de YTX fue entre 0,2 a
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0,4 pg cel". En los canales y fiordos del sur de Chile la presencia tanto de quistes
como de células vegetativas es comun (Seguel et al. 2005 y 2010, Seguel & Sfeir
2010) lo que explica la alta incidencia de estas toxinas en las muestras, siendo

este el primer registro de esta toxina en las especies estudiadas (tabla 24).

Tabla 24. Lugares de muestreo, especie y maxima concentracion de YTX

encontrada en las muestras de Islas Huichas, Region de Aysén.

Concentracion YTX
Zona LUGAR LATITUD | LONGITUD Especie (ug/Kg)
9 | Islas Herraduras | 45.186551s | 73.472231w C. chorus 46,7
14 Punta Riel 45.190166s | 73.358193w A. ater 35,2
21 Isla Nancul 45038287s | 73.437435w Gari Solida 18,7
22 Isla Luchin 45.044544s|73.422865wW T. dombeii 9,61
22 Isla Luchin 45.044544s (73.422865w | C. concholepas 91,4
23 Isla Luchin 45.075572s|73.432999w | A. ranelliformes 32,1
23 Isla Luchin 45.075572s|73.432999w | M. edulis chilensis 12,7
29 Isla Atenais 45.237966s | 73.577138w V. antiqua 12,0

Los invertebrados marinos colectados en el sector de Islas Huichas, Region de
Aysén presentaron altas toxicidades de toxinas paralizantes y de toxinas lipofilicas
(AZA-1, PTX-2 e YTX) en especies de las que no existian registro cientifico. Por
otro lado, la presencia simultanea de toxinas paralizantes y toxinas lipofilicas
(AZA-1, PTX-2 e YTX), es otro punto importante del que no se tiene registro en el
pais salvo por estudios realizados por Garcia et al. (2005), en los que se detectd
simultaneamente VDM (DTX-1) y VPM en Mytilus chilensis. Ademas, estos
resultados demuestran que los métodos utilizados en Chile (bioensayo de raton)

para la deteccion de VDM son poco especificos, debido a que no es posible
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determinar el tipo de toxinas ni su concentracion, por lo que el cambio de
normativa y métodos de identificacién y/o cuantificacién para el analisis de este

tipo de toxinas es un tema relevante.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se determinaron los perfiles téxicos de toxinas lipofilicas
(AO, DTX-1, AZA, PTX e YTX) y toxinas paralizantes (STX, neoSTX, GTX-4/GTX-
1, GTX-5 y GTX-3/GTX-2) en invertebrados marinos del sector de Islas Huichas,

Region de Aysén.

Las muestras presentaron altas concentraciones de toxinas paralizantes estando
el 82,4% de ellas por sobre la norma de 80 ug STX eq/100 g de carne de molusco,
siendo 7.092 ug STX eq/100 g la maxima concentracién detectada en Gari solida
en Punta Quintana (45.199729s, 73.513791w). El perfil de toxinas paralizantes
estuvo compuesto en un 91,2% de STX, 44,4 % de neoSTX, 93,4% de GTX-
3/GTX-2, 54,2% de GTX-4/GTX-1y 89,6% de GTX-5, siendo las GTXs las mas

abundantes.

El perfil de toxinas lipofilicas estuvo compuesto por AO (26,4%), DTX-1
(29,7%), AZA-1 (61,5%), PTX-2 (26,4%) y YTX (41,8 %). Los maximos valores de
cada toxina fueron de 36,2 ug/Kg de AO en Venus antiqua, 345,7 ug/Kg de DTX-1
en Choromytilus chorus, 45,1 ug/Kg de AZA-1 en Venus antiqua, 67,9 ug/Kg de

PTX-2 en Gari soliday 91,4 ung YTX/Kg de YTX en Concholepas concholepas.

Por otro lado, este es el primer registro de toxinas lipofilicas dentro de las

especies estudiadas en las que:
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- AZA-1 fue detectada en las especies: Venus antiqua, Aulacomya ater,
Gari solida, Choromytilus chorus, Concholepas concholepas, Argobuccinum

ranelliformes y Austromegabalanus psittacus.

- YTX fue detectada en las especies: Venus antiqua, Aulacomya ater, Gari
solida, Choromytilus chorus, Concholepas concholepas, Argobuccinum

ranelliformes 'y Tagelus dombeii.

- PTX-2 fue detectada en las especies: Venus antiqua, Aulacomya ater,
Mytilus edulis chilensis, Gari solida, Choromytilus chorus, Concholepas

concholepas y Argobuccinum ranelliformes.

Ademas, este es el primer estudio en donde se identifica simultaneamente la
presencia de las distintas toxinas lipofilicas en conjunto con toxinas paralizantes,

situacion que no descrita en estudios previos.

Toda esta evidencia revela el alto riesgo al cual esta sometida la poblacion
consumidora de mariscos, por lo que surge la necesidad de un cambio en la
normativa sanitaria y en los métodos de deteccion en toxinas lipofilicas, por lo que
se recomienda establecer estudios a largo plazo de monitoreo de especies
fitoplanctonicas causantes de FAN asociadas a estas toxinas, posibles especies
vectores, produccion de material de referencia para determinar concentraciones
de las toxinas y, por ultimo, el monitoreo mediante LC-MS/MS para la
determinacion y cuantificacion de toxinas tanto en especies productoras, como en

organismos vectores.
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