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Resumen 
En este trabajo presentamos la caracterización de la toxicidad de una 

cepa de Gambierdiscus sp. procedente de las Islas Canarias mediante la 
utilización de cultivos celulares de neuroblastomas Neuro-2a. Los resultados 
obtenidos dan una toxicidad muy elevada del extracto bruto. La utilización 
de un activador específico del canal de sodio (Veratridina) y de un inhibidor 
de la bomba de sodio potasio (Ouabaina) aplicados conjuntamente con el 
extracto, permite aumentar la sensibilidad de la respuesta tóxica de las 
células Neuro-2a ante la presencia de toxinas neurotóxicas que actúan sobre 
canales de sodio (como las ciguatoxinas). La diferencia  de  respuesta tóxica 
obtenida con el extracto de Gambierdiscus sp. procedente de las Islas 
Canarias sin presencia de Ouabaina/Veratridina (IC50= 3,84 células mL-1 

RPMI) o con presencia de Ouabaina/Veratridina (IC50= 2,04 células mL-1 

RPMI) no es estadísticamente significativa (p > 0,05) pero la respuesta no 
descarta la posible presencia de neurotoxinas de tipo activadoras del canal 
de sodio. 

   

Introdución y generalidades 
La ciguatera es una intoxicación alimentaria de tipo ictiosarco-

toxismo originada por el consumo de pescado con toxinas ciguatéricas. La 
ciguatera se encuentra de forma endémica en zonas intertropicales del 
Océano Indico, Pacífico y Atlántico oeste [1]. El organismo productor de las 
toxinas es una dinoflagelada del genero Gambierdiscus, identificada por 
primera ves en el año 1976 en Las Islas Gambier [2]. G. toxicus puede 
producir dos grupos principales de toxinas. La maitotoxina (MTX), poliéter 
policíclico hidrosoluble, con baja penetración a través de la pared digestiva 
que se elimina fácilmente y que no parece participar en los síntomas de la 
ciguatera. Las ciguatoxinas (CTXs), poliéteres de naturaleza lipofilica, se 
concentran en todos los tejidos del pescado y son responsables de los 
síntomas observados durante la intoxicación humana por ciguatera. El efecto 
principal de las CTXs a nivel fisiológico es su acción activadora de los 
canales de sodio voltaje-dependiente.  

Diferentes formas de CTXs han sido identificadas. Las formas 
menos polares de las CTXs, las gambiertoxinas GTXs (directamente 
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detectadas en cultivos de Gambierdiscus), son precursores de las CTXs [3]. 
A lo largo de la cadena trófica se producen oxidaciones sucesivas de las 
formas menos polares de CTXs en formas más polares. Más de veinte 
formas de GTXs y CTXs han sido identificadas. La CTX del Pacifico P-
CTX-1 es la forma más oxidada y más tóxica de las CTXs [4]. Las 
diferencias dentro de los síntomas de la ciguatera debidos a la toxicidad de 
las diferentes formas de CTXs y por lo tanto la afinidad para el canal Na+ 
son dependientes del nivel de oxidación de la molécula. [5, 6, 7, 8, 9]. 

Dentro del género Gambierdiscus cinco especies más han sido 
descritas: G. belizeanus Faust (1995), G. yasumotoi Holmes (1998), G. 
australes, G. pacificus y G. polynesiensis Chinain (1999) [10]. La 
producción de CTXs ha sido detectada en G. australes, G .pacificus y G. 
polynesiensis [10]. No obstante, existe actualmente cierta confusión 
taxonómica que invita a la revisión del género [11, 12]. Ello podría explicar 
en parte la variación en la producción de CTXs descrita entre cepas. 
Igualmente, ha sido descrito que la producción de toxinas por una misma 
especie puede variar según varios factores como las condiciones del medio, 
la localización geográfica y las estaciones [13, 14, 15, 16]. 

Numerosos métodos han sido estudiados para garantizar la detección 
de la presencia de ciguatoxinas en los peces. Animales de laboratorio han 
sido utilizados tradicionalmente para la detección de peces tóxicos. El 
bioensayo ratón es el bioensayo mayoritariamente utilizado para la 
detección de las ciguatoxinas en carne de pescado o en extractos [17, 18]. 
Técnicas inmunológicas como el RIA (Radio Immunoassay) o ELISA 
(Enzyme Linked Immuno Absorbent) han sido desarrolladas para la 
detección de las CTXs [19], si bien con resultados poco probados para el 
caso del ELISA [20]. La utilización de técnicas de química analítica fue 
también aplicada a la detección de las ciguatoxinas utilizando técnicas de 
cromatografía líquida de alta eficacia (CLAE o HPLC) acoplada a una 
detección con fluorescencia [21, 22] o por espectrometría de masas (HPLC-
MS).  

La utilización de cultivos celulares de mamíferos como modelo 
toxicológico para la detección de toxinas marinas permite detectar una 
actividad tóxica del extracto. Manger et al. [23, 24] han descrito un método 
para la detección de toxinas con actividad neurotóxica en cultivos de 
neuroblastomas (Neuro-2a) basado en la utilización de la ouabaina y 
veratridina. La ouabaina inhibe la salida del sodio intracelular bloqueando el 
canal Na+ de la bomba de ATP (Bomba Na+/K+). La veratridina actúa sobe 
el canal Na+ voltaje-dependiente manteniéndolo en posición abierta. La 
utilización de ouabaina y veratridina conjuntamente con el extracto 
estudiado permite modificar la sensibilidad de la respuesta tóxica debida a la 
presencia de neurotoxinas. La presencia de CTX se caracteriza por una 
disminución de la viabilidad de las células en cultivo (potenciando el efecto 
de la ouabaina y veratridina). 

En 2004 se describió por primera vez una intoxicación por ciguatera 
en aguas del atlántico oriental, concretamente en las Islas Canarias debido al 
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consumo de un “Medregal Negro” (Seriola Rivoliana) que contenía CTXs 
de tipo CTX-1 del Caribe y dos toxinas mas desconocidas [25]. 
Contemporáneamente, una dinoflagelada del genero Gambierdiscus fue 
aislada de las costas de las Islas Canarias [26]. El presente trabajo propone 
una evaluación de la toxicidad in vitro de una cepa de Gambierdiscus sp.  
procedente de las Islas Canarias sobre cultivos celulares de neuroblastomas 
Neuro-2a. 

 

Material y métodos 
Cultivos de Gambierdiscus sp. de Canarias. La cepa de 

Gambierdiscus sp. (VGO791) aislada de las Islas Canarias (proveniente de 
la colección de microalgas CCVIEO del IEO, Vigo) fue cultivada en medio 
ES [27], modificado y con salinidad de 32 P.S.U. en frascos erlenmeyer de 
100 mL a 28°C bajo luz blanca a 60-80 µmol fotones m-2 s-1 y un ciclo de 
luz y oscuridad 12:12. La máxima concentración de células alcanzada en el 
cultivo fue de 3.127 células mL-1. 

 
Preparación del extracto bruto de Gambierdiscus sp. El cultivo 

recuperado fue filtrado bajo vacío utilizando un filtro GF/F (Whatman) que 
se conservó congelado a -20°C con metanol hasta su utilización. La 
extracción se procesó por sonicación (30 minutos), centrifugación (1.400 
rpm), recuperación del sobrenadante de metanol y posterior filtración del 
extracto metanólico por Acrodisc 0,45µm. Se repitió la extracción con 
metanol una segunda vez. Las fracciones metanólicas filtradas se 
combinaron y se evaporaron bajo nitrógeno. El extracto seco se pesó y se 
resuspendió en 3 mL de metanol. El peso seco del extracto obtenido fue de 
1,3 mg mL-1 de MeOH  con un equivalente de 1.042 células mL-1 de MeOH. 

 

Estudio preliminar de la toxicidad sobre cultivos celulares de 
neuroblastoma Neuro-2a- Evaluación de la viabilidad de las células 
expuestas al extracto bruto: Las células de neuroblastomas Neuro-2a se 
cultivaron según el protocolo utilizado por Cañete et al, 2007 [28]. La 
exposición de las células al extracto de Gambierdiscus sp. se realizó 
utilizando el método de Manger [23,24] y la evaluación de la viabilidad de 
las células también se realizó según Cañete et al, 2007 [28]. Por falta de 
patrones de CTXs, se utilizó un patrón de brevetoxina-3 (PbTx-3) fue 
utilizado como control positivo de la presencia de neurotoxinas activadoras 
del canal a sodio para validar la respuesta del modelo celular en cuanto a la 
presencia de neurotoxinas [28]. 

 

Resultados 
Los resultados obtenidos tras la exposición al extracto de 

Gambierdiscus sp. y del estándar de PbTx quedan expresados en las curva 
de viabilidad de las células en función de las concentraciones de extracto y 
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de la toxina. La IC50 (concentración inhibidora de 50% de la viabilidad 
celular) del extracto bruto de Gambierdiscus sp. obtenida fue de 4,3 µg mL-1 

de medio RPMI o un equivalente de 3,84 células mL-1 RPMI para la 
toxicidad total del extracto de Gambierdiscus sp. En presencia de 
ouabaina/veratridina la IC50 del extracto fue de 2,1 µg mL-1 RPMI para un 
equivalente de 1,7 células mL-1 RPMI. La diferencia entre las IC50 con 
(+OV) o sin (-OV) ouabaina y veratridina no fueron estadísticamente 
significativas (p>0,05) pero la tendencia es a una disminución de la 
viabilidad de las células en presencia de los inhibidores del canal de sodio. 
Fig. 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Curva dosis-respuesta de las células Neuro-2a expuestas a un extracto bruto de 
Gambierdiscus sp.  en presencia (+OV)  y ausencia (-OV)  de ouabaina y veratridina. 

 

La IC50 obtenida en presencia de PbTx-3 con ouabaina y veratridina 
fue de 24 ng mL-1 RPMI. La PbTx-3 no tiene efecto sobre las células Neuro-
2a en ausencia de ouabaina y veratridina. La disminución de la viabilidad 
celular (p<0,05) obtenida es característica de las neurotoxinas activadoras 
del canal de sodio (Fig. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Curva dosis-respuesta de las células Neuro-2a expuestas a un estándar de PbTx-3 
en presencia (+OV)   y ausencia (-OV) de ouabaina y veratridina. 
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Discusión, conclusión y perspectivas 
El extracto bruto de Gambierdiscus sp. de las Canarias produce una 

toxicidad muy elevada sobre las células Neuro-2a (equivalente de 3,84 
células mL-1). Una cepa de Gambierdiscus sp. aislada de Malasia produce 
en comparación una toxicidad sobre Neuro-2a equivalente a 16 células mL-1 

(datos de nuestro laboratorio). La alta toxicidad encontrada en ausencia de 
ouabaina y veratridina indica presencia de una potente toxina no asociada a 
canales de sodio. Posiblemente puede tratarse de una toxina del tipo 
maitotoxina (MTX) ya que ésta es mayoritaria en las cepas tóxicas de 
Gambierdiscus sp. descritas en la literatura [11,29]. 

Aunque los posibles indicios de presencia de CTXs no parecen ser 
significativos, todavía no se puede descartar la posible producción de CTXs 
o derivados. Se necesitan estudios complementarios como una separación de 
la fracción lipofilica (que retiene toxinas de tipo CTXs) de la fracción 
hidrofilica (MTXs) para evaluar la responsabilidad de cada fracción dentro 
de la toxicidad global medida tras la exposición con ouabaina y veratridina. 
Utilizando la P-CTX-1 como patrón, se podrá completar este estudio con 
análisis químico por LC-MS para detectar e identificar la posible síntesis de 
toxinas tipo CTX producidas por esta cepa. El cultivo estable de la cepa de 
Gambierdiscus sp. (VGO 791) podrá ser objeto de cultivos a gran escala 
para una producción de mayor biomasa para confirmar la posible 
producción de CTXs o derivados. 
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