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RESUMEN

Se analizd, por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton ("H-RMN), el extracto de una cepa de Gym-
nodinium catenatum Graham, aislada de las costas de Manzanillo, Colima, para determinar la existencia de toxinas tipo
benzoato. El extracto fue fraccionado con un gradiente ascendente de metanol de 0 a 100% (v/v) por extraccion en fase
sélida con cartuchos LC-18 en pasos de 10%. La fraccion 2 (10% metanol) exhibid dos sefiales dobles centradas en 7.91
y 7.53 ppm, correspondientes a un sistema AA'BB’, que confirmé la presencia de un anillo bencénico para sustituido,
atribuido al p-hidroxibenzoato en el carbono 17 del esqueleto base de la toxina. Con ello se confirmé la presencia de
analogos tipo benzoato en la cepa de Gymnodinium catenatum proveniente de esta zona del Pacifico Mexicano, los
cuales han sido poco estudiados, y el hecho de detectarlos en cepas de México es importante por el peligro potencial
que representan para la salud pablica. Asimismo, se generd la oportunidad de continuar estudiando estos compuestos,
tanto para determinar su toxicidad en mamiferos como para, eventualmente, conocer su potencial farmacoldgico.

Palabras clave: Gymnodinium catenatum, toxinas paralizantes (TP), toxinas tipo benzoato, 'H-RMN.

ABSTRACT

The extract of a Gymnodinium catenatum strain, isolated from Manzanillo, Colima, in the Mexican Pacific coast, was
analized by nuclear magnetic resonance ("H-NMR) to determine the presence of benzoate-type analogs. The extract
was fractioned using solid-phase extraction (SPE) partitioning on a C-18 cartridge, using a stepwise gradient from 0
to 100% (v/v). Fraction 2 (10% methanol) showed two aromatic doublet signals at 7.91 and 7.53 ppm, consistent with an
AA’BB’ system, corresponding to a para substituted bencenic ring, attributed to the hydroxybenzoate moiety on C-17 of
the toxin basic structure. These findings indicate the presence of benzoate type analogs in this Mexican strain. These
analogs have been poorly studied, and the report on their existence in our country is of great importance because they
could represent a public health risk, but in the other hand, their existence generates the opportunity to continue the
research to determine their toxicity in mammals and, eventually, their pharmacological potential.
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INTRODUCCION

Las toxinas paralizantes (TP) son un grupo de alcaloides neu-
rotoxicos. La saxitoxina (STX) es la TP mas investigada hasta
ahora, y, desde su descubrimiento, en 1957, se han identificado
57 analogos de ocurrencia natural en varios organismos taxo-
nomicamente distantes, como dinoflagelados, cianobacterias,
el cangrejo Atergatis floridus Linnaeus, el pez globo Tetraodon
cutcutia Hamilton, y la rana dorada de Panaméa Atelopus zeteki
Dunn (Yotsu-Yamashita et al,, 2004; Wiese et al,, 2010), lo cual es
interesante desde el punto de vista de la divergencia taxonémica
(Llewellyn, 2006). En el ambiente marino, las TP son producidas
por dinoflagelados; 11 especies del género Alexandrium, Gymno-
dinium catenatum Grahamy Pyrodinium bahamense Plate (Lands-
berg, 2002). Las toxinas son transferidas en la cadena alimenticia
por vectores tradicionales como hivalvos filtradores, o no tradi-
cionales como crustaceos, gasterépodos y peces planctivoros.
Estos organismos acumulan las toxinas al alimentarse de los
dinoflagelados, en muchas ocasiones sin dafio aparente (Wiese
et al., 2010), aunque la susceptibilidad hacia las toxinas varia en
funcion del historial de exposicion; poblaciones con historial de
exposicion cronica parecen tener menor sensibilidad que los or-
ganismos de poblaciones que no han sido expuestas (Landsberg,
2002).

La intoxicacién con TP puede resultar en un padecimiento
severo y ocasionalmente fatal, conocido como envenenamiento
por toxinas paralizantes (PSP, por sus siglas en inglés paralytic
shellfish poisoning) (Wiese et al,, 2010). El modo de accion de es-
tas toxinas se da por el bloqueo total o parcial (en funcién del
analogo) de los canales de sodio regulados por voltaje, los cuales
han sido detectados en la membrana celular de los vertebrados y
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en la mayoria de los invertebrados, incluyendo moluscos, medu-
sas y gusanos planos (Llewellyn, 2006). Estos canales son unos de
los principales canales ionicos responsables de la excitabilidad
neuronal, tanto en el sistema nervioso central como en el perifé-
rico (Krafte & Bannon, 2008), al generar el potencial de accion en
las membranas (Caterall, 2000). La inhibicién es mediada por la
interaccion entre los grupos guanidino cargados positivamente
de la STX, con los grupos carboxilo con carga negativa en el sitio
1 del canal, blogueando el poro (Wiese et al., 2010).

La mayoria de los canales de sodio en mamiferos son sensi-
bles a la STX y por lo tanto las células neuronales en humanos y
otros tejidos, son susceptibles a su accidn. Actualmente se sabe
que también bloquean canales de calcio y potasio, los cuales se
encuentran, de igual manera, en células excitables (Llewellyn,
2006).

La STX es una molécula pequefa, con un peso molecular de
299. Presenta un sistema triciclico que contiene dos grupos gua-
nidino, los cuales le confieren una gran polaridad, por lo que es
extremadamente estable en soluciones biolégicas y fisiolégicas.
La STX muestra una alta solubilidad en agua, menor en alcohol
y es insoluble en disolventes organicos (Wiese et al, 2010). Esta
toxina exhibe un niimero sorprendente de anéalogos naturales,
en los cuales hay variaciones en la cadena lateral carbamoil,
en el nitrdgeno 1 (N1) y en el carbono 11 (C11). En los anélogos
hidrofilicos de G. catenatum, las variaciones en la cadena late-
ral pueden ser, desde carecer de ella hasta presentar un grupo
sulfato o benzoato. El N1 puede ser hidroxilado y el C11 puede
albergar grupos sulfato (Llewellyn, 2006). Entre estos analogos
se encuentran la STX, NeoSTX, gonyautoxina (GTX), B1, B2, C1,
C2, C3, C4, decarbamoil (dc) STX, dcNeoSTX, dcGTX, entre otras
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Figura 1. Estructura de las principales toxinas de dinoflagelados asociadas al sindrome de envenenamiento por toxinas parali-
zantes. La estructura de las toxinas marcadas con un asterisco (*) no ha sido caracterizada (Modificada de Vale, 2008b).
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(Vale, 2008b) (Fig. 1). De éstos, la STX es el analogo mas potente
y las de menor potencia son las toxinas B y C (Fusetani & Kem,
2009).

Tradicionalmente los analogos de STX estudiados han sido
Gnicamente compuestos hidrofilicos. En el 2003, tres nuevos ana-
logos “hidrofébicos”, los analogos tipo benzoato, fueron aislados
de cepas australianas de G. catenatum como una fraccién impor-
tante de las toxinas (hasta 100% en porcentaje molar en una cepa
australiana), y han sido nombradas toxinas GC1, GC2y GC3 (Negri
et al,, 2003). Mas tarde se sospechd la existencia de un mayor
nimero de analogos: los N1-hidroxil de GC1 a GC3 (GC4 a GC6),
los di-hidroxibenzoato (de GC1a a GC6a) y los sulfato-benzoato
(de GC1b a GC6b) (Vale, 2008b) (Fig. 2). Es importante considerar
el efecto de las toxinas tipo benzoato en la salud publica, ya que
el método de monitoreo y deteccidn de toxinas por cromatografia
de liquidos de alta resolucion (HPLC) obvia su presencia debido
a que, por su ligera hidrofobicidad, son retenidos en la resina de
los cartuchos utilizados para eliminar los compuestos que causan
interferencia en el analisis (Negri et al,, 2003). Estos analogos han
sido poco estudiados debido a su reciente descubrimiento y a la
falta de estandares (Vale, 2011).

Las toxinas tipo benzoato han sido reportadas en cepas de
Australia, China, Japon, Portugal, Espafia y Uruguay (Negri et al,,
2007) y recientemente en una cepa de Bahia Concepcion, del Gol-
fo de California, México (Bustillos-Guzman et al,, 2011). En este
trabajo se analizo una cepa de Gymnodinium catenatum, aislada
de las costas del Pacifico mexicano (Manzanillo, Colima, México),
en la que se detecto la presencia de estas toxinas al identificar
su anillo bencénico por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de protdn (*H-RMN).

M

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron cultivos de una cepa de G. catenatum aislada de
Manzanillo, Colima, México (cepa G7), inoculando una densidad
inicial de 500 cél mL~" en un volumen de 1000 mL de medio GSe
(Blackburn et al.,, 2001), en matraces Erlenmeyer de 2 L, por tripli-
cado. Latemperatura del cultivo se mantuvo en 24 £ 1°C en un régi-
men luz-oscuridad de 12:12, a una intensidad de 150 pmolEm=2s~".
El medio de cultivo se prepard con agua de mar esterilizada por
filtracion, a una salinidad de 34 ups. Las vitaminas se esterilizaron
por filtracion y el resto de los nutrientes por calor hiimedo (121 °C,
15 libras de presion durante 15 min).

Se cosecharon 50 mL de cultivo durante la etapa exponencial
tardia, utilizando filtros de fibra de vidrio de 0.47 ym de tamafio de
poro (Whatman GFF 24 mm). Las muestras se conservaron a —20
°C en acido acético al 1% (v/v) hasta el momento de |a extraccion
de las toxinas.

Extraccion de toxinas. La extraccion de toxinas se realizd apli-
cando dos ciclos de congelado-descongelado y sonicacion (Vale,
2008a). El sobrenadante se filtré con acrodiscos de fibra de vidrio
(Whatman 3.0 mm GD/X). El extracto se conservé a —20 °C hasta
su fraccionamiento y posteriores analisis.

Fraccionamiento de toxinas. Se utilizaron cartuchos SPE LC18
(Honeywell Burdick & Jackson C-18) de 2.0 g, acondicionados
con 6.0 mL de metanol y 6.0 mL de agua destilada y desionizada.
Se agrego6 1.0 mL del extracto y se eluy6 con un gradiente as-
cendente de metanol de 0 a 100% (v/v) en pasos de 10% (5.0 mL
cada uno). Se obtuvieron 11 fracciones (F1 = 100% H,0; F2 = 90:10
H,0:MeQH; F11=100% MeOH). Posterior a la fraccion aislada con
100% metanol, se colectd una dltima fraccion con 9:1 (v/v) meta-
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Figura 2. Anélogos benzoato identificados en G. catenatum de acuerdo a Vale 2008b. Las estructuras resaltadas han sido de-
terminadas por resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas. Vale (2010) ha inferido la existencia del resto de las
toxinas por los pesos moleculares obtenidos mediante espectrometria de masas.
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nol: cido acético 1M (Vale, 2008b). Las 12 fracciones se secaron
por liofilizacién y se conservaron a —20 °C.

Espectroscopia de las fracciones. El analisis por espectroscopia
de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN), fue reali-
zado en un espectrometro Varian 500-MR, a 20 °C. Se utilizé agua
deuterada como disolvente. Los espectros de ultravioleta (UV) se
obtuvieron con un espectrometro Perkin ElImer Lambda 25 UV/VIS,
eninintervalo de 200 a 500 nm.

RESULTADOS

El espectro de 'H-RMN de la de fraccion 2 (10% MeOH) exhibio
una sefial simple en 8.5 ppm, que corresponde a los protones de
los iminos de la saxitoxina. Las dos sefiales dobles centradas en
7.91 y 7.53 ppm corresponden al sistema AA'BB’, caracteristico
de un anillo bencénico para sustituido; estas sefiales se atribuye-
ron al grupo p-hidroxibenzoato en posicion 6 del esqueleto base
de la saxitoxina. Se observaron dos sefiales: en 5.16 y 4.67 ppm,
parcialmente enmascaradas por la sefial intensa del agua inter-
cambiada del disolvente, de acuerdo a las atribuciones reporta-
das por Negri et al. (2003) (Fig. 3). La primera sefial corresponde al
proton H-5 del heterociclo base de saxitoxina acoplado al H6 y al
NH vecinal; la segunda sefial es atribuida al proton H11 (R2, R3 =
H), acoplado al metileno H10.

Los espectros de ultravioleta de esta fraccion mostraron
absorciones en 254.32 y 318.94 nm, caracteristicos de bencenos
disustituidos en la posicion para. No se observaron absorciones
de ultravioleta en el resto de las fracciones (Fig. 4).

Los desplazamientos quimicos observados en RMN de pro-
ton ('H-RMN), asi como el analisis ultravioleta de la fraccion 2,
confirmaron la presencia del heterociclo base de saxitoxina, asi
como la presencia de grupos p-hidroxibenzoato.

DISCUSION

Uno de los aspectos mas interesantes en la investigacion de las
toxinas paralizantes, ha sido el rapido descubrimiento de nuevos
analogos (Vale, 2010).

En G. catenatum (inicamente se habian reportado analogos
hidrofilicos, hasta que Negri et al. (2003) identificaron los analo-
gos tipo benzoato (GC), los cuales pueden ser una fraccion im-
portante de las toxinas; se han observado, en base molar, desde
1-2% en una cepa proveniente de Japon, hasta el 100% en una
cepa australiana (Negri et al., 2007).

A partir del aislamiento y la identificacion precisa de estas
toxinas por medio de técnicas cromatograficas y espectroscopi-
cas [cromatografia de liquidos en columna (LCC), cromatografia
de liquidos de alta resolucién acoplado a detector de fluorescen-
cia (HPLC-FLD), cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC)
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preparativa, espectrometria de masas (EM), resonancia magné-
tica nuclear (RMN) y HPLC-FLD acoplado a EM], por el grupo de
trabajo de Negri, ha sido posible la identificacion de los analogos
tipo benzoato GC1, GC2 y GC3 en HPLC-FLD por comparacion de
los tiempos de retencién, maxima de emision de fluorescencia
y desaparicién de los picos al eliminar la oxidacién post-co-
lumna, técnica utilizada posteriormente por Negri et al. (2007),
Vale (2008a) y Bustillos-Guzman et al. (2011). Vale (2008b) utilizo
HPLC-FLD y HPLC-EM para reportar la existencia de otros posi-
bles analogos como los di-hidroxi-benzoato (GC4 - GC6), benzoato
N1 hidroxilados (GC1a - GC6a) y sulfato-benzoato (GC1b - GC6b)
(Fig. 2).

La presencia de toxinas hidrofilicas, tanto en cepas mexica-
nas como en cepas de otros paises, ha sido un tema ampliamen-
te discutido e investigado. En el caso de las cepas mexicanas,
Band-Schmidt et al. (2010) hicieron una revision y concluyen que
de manera caracteristica, G. catenatum produce los analogos
STX, neoSTX, GTX2-3, dcGTX2-3, B1, C1y C2. Las toxinas decar-
bamoil (dcGTX2-3) y N-sulfocarbamoil (C1 y C2), son general-
mente los andlogos con mayor contribucion molar, sin embargo,
no se consideraron los analogos tipo benzoato en los estudios
reportados en dicha revision. Para el caso de la presencia de
las toxinas benzoato, Bustillos-Guzméan et al. (2011), analizaron
una cepa de Bahia Concepcion por HPLC-FLD, después de ha-
cer una oxidacién con periodato y extraccion en fase sdlida
en cartuchos C18. Los autores reportan la presencia de varios
analogos de toxinas tipo benzoato, aunque en sentido estricto
no hubo confirmacion de ello, debido a que no utilizaron estan-
dares por la falta de disponibilidad y, por lo tanto, los resultados
no fueron contundentes, como al utilizar técnicas espectros-
copicas o espectrometria de masas. En este andlisis se llevo a
cabo un fraccionamiento como el reportado por Vale (2008h),
para separar los analogos tipo benzoato, y por espectroscopia
se demostrd la ocurrencia del grupo bencénico en una de las
fracciones. Este grupo se encuentra en el carbono 17, tomando
el lugar del grupo carbamoil de las toxinas carbamatadas (STX,
neoSTX y GTX1 a GTX4), y su presencia caracteriza a las toxinas
tipo benzoato. En conclusion, el analisis confirmd la existencia
de este grupo de toxinas en otra cepa aislada de costas mexica-
nas y corrobora los resultados de Bustillos-Guzman et al. (2011).

La existencia de analogos tipo benzoato en cepas mexicanas
de G. catenatum es importante por diversos motivos. Uno de ellos
es el peligro potencial para la salud publica, ya que, aunque ain
se desconoce su toxicidad en mamiferos (in vivo), Liewellyn et al.
(2004) demostraron, en un estudio realizado con sinaptosomas de
cerebro de rata, que estas toxinas tienen una fuerte afinidad por
los canales de sodio, menor que la saxitoxina pero similar a la de
las GTX y las toxinas sulfocarbamoil. La informacién obtenida en
el estudio arriba mencionado resalta la importancia de analizar la
toxicidad de los analogos tipo benzoato in vivo en mamiferos, ya
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Figura 4. UV-VIS de toxinas de Gymnodinium catenatum, cepa G7, fraccién 2 obtenida con 10% MeOH.

que la toxicidad en los organismos es el resultado de la capaci-
dad de una toxina de ser absorbida y distribuida al sitio de accién
y no sélo de provocar un efecto en un blanco farmacoldgico. La
posesion de un grupo que disminuye su polaridad, el grupo ben-
zoato, genera la posibilidad de que este grupo de toxinas pueda
tener una mayor capacidad que la saxitoxina y otros analogos
para cruzar los epitelios, y por lo tanto podrian ser absorbidos
con mayor facilidad a través del tracto intestinal de los mamiferos
y del epitelio vascular, lo que significa un riesgo para la salud
publica (Llewellyn et al,, 2004). Ademas, esta menor polaridad po-
dria reducir su tasa de eliminacion por lo que las toxinas podrian
ser retenidas por mayor tiempo en los tejidos grasos, como se ha
demostrado con las brevetoxinas en estudios realizados en ratas
(Llewellyn et al., 2004; Poli et al., 1990). Es importante mencionar
que estas toxinas no son detectadas con el método de monitoreo
y deteccion por HPLC (Negri et al,, 2003), y debido a que existe
una tendencia creciente a abandonar los bioensayos en animales
para pruebas de biotoxinas marinas, reemplazandolos por anali-
sis quimicos (Vale, 2011), aumenta el riesgo de no detectarlas. Por
otro lado, Vale (2008a) demostrd que en algunos bivalvos las toxi-
nas tipo benzoato sufren, en mayor o menor proporcion, una bio-
transformacion al perder la cadena lateral que contiene al grupo
benzoato por la accién de la enzima carbamoilasa, produciendo
los analogos decarbamoil, probablemente de mayor toxicidad.

Otro factor de importancia en el estudio de estos nuevos
analogos, es su potencial farmacoldgico. La STX, por su alta toxi-
cidad, ha mostrado tener poco potencial como anestésico local
en pruebas realizadas en conejo y ratdn, pero gran potencial para
la investigacion celular, especificamente en los canales de sodio
regulados por voltaje (Fusetani & Kem, 2009). Algunos derivados

de menor toxicidad, las gonyautoxinas (GTX) se han utilizado con
éxito en el tratamiento de fisuras anales cronicas en humanos
(Garrido et al., 2007). El hecho de confirmar los analogos tipo ben-
zoato en las cepas mexicanas genera la oportunidad de continuar
con su investigacién en nuestro pais, tanto para determinar la
toxicidad en mamiferos (modelo ratén), como para, posteriormen-
te, conocer su potencial farmacoldgico.

Nuestro equipo de trabajo se encuentra realizando la identi-
ficacion por cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria
de masas (HPLC-MS/MS), sin embargo, la técnica de resonancia
magnética nuclear ha sido eficiente para la confirmacion de la
existencia de un grupo bencénico para sustituido en nuestras
muestras. Con este estudio confirmamos la existencia del grupo
benzoato, aunque para identificar plenamente los anélogos exis-
tentes en nuestros extractos se deberan realizar pruebas con
HPLC-FLD-MS, pruebas que nos daran informacion acerca del
peso molecular de cada toxina aislada en un determinado tiempo
de retencion, contribuyendo de esta manera a la identificacion
de cada pico en el cromatograma con su correspondiente toxina,
facilitando los andlisis de las toxinas por HPLC-FLD.
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