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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar la presencia de etoxiquina en filetes de salmén del
Atlantico y su concentracion, obtenida después de alimentar peces con dietas que incorporan
este antioxidante en diferentes concentraciones, se disefid un experimento que contemplo
condiciones propias del manejo en terreno en el sur de Chile. Para ello, en este estudio
preliminar se utilizd quinientos cinco salmones, los cuales fueron alimentados durante
sesenta dias con cinco dietas experimentales que contenian 11, 21, 107, 221 y 398 partes
por millon de etoxiquina y una dieta control libre de ella. A continuacién, algunos fueron
sometidos a ayuno y otros continuaron siendo alimentados con la dieta libre de etoxiquina,
durante 28 dias, y fueron muestreados en los dias 0, 3, 7, 14, 21 y 28 de esta etapa. Las
muestras fueron analizadas mediante Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC)
con deteccion de fluorescencia y las concentraciones detectadas fueron comparadas con los
Limites Maximos Residuales de 10, 500 y 1.000 partes por billon correspondientes a las

legislaciones de Alemania, los Estados Unidos de Norteamérica y Japon, respectivamente.

La dispersion de los resultados obtenidos indicdé una gran variabilidad individual de
los peces. Ademas, se detectd la presencia de etoxiquina en filetes del grupo control hasta el
dia 21 del periodo post-administracién de etoxiquina. En los peces que recibieron 21 y 398
partes por millén de etoxiquina, esta superé el LMR 10 partes por billén hasta el dia 28 en
aquellos peces que continuaron consumiendo la dieta control. Esto también ocurrié en los
peces que recibieron 221 y 398 partes por millén de etoxiquina y luego fueron sometidos a

ayuno. En los peces ayunados que recibieron 398 partes por milléon de etoxiquina, los LMR
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1.000 y 500 partes por billén fueron superados hasta el dia 3.
Los resultados obtenidos permiten recomendar la utilizacion de un numero

poblacional mas elevado cuando se trabaja con peces en condiciones de terreno, asi como

también el analisis de los alimentos con métodos de alta sensibilidad, entre otras medidas.

Palabras clave: etoxiquina, salmén del Atlantico, HPLC, Cromatografia Liquida de

Alto Rendimiento, LMR, Limite Maximo Residual, Alemania, Estados Unidos, Japén.
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ABSTRACT

With the aim to study the presence of ethoxyquin in Atlantic salmon fillets and its
concentration, achieved after feeding fish with diets incorporating this antioxidant in different
concentrations, an experiment was designed considering typical field conditions from
southern Chile. Consequently, in this preliminary study 505 Atlantic salmons were used and
fed during 60 days with five diets containing 11, 21, 107, 221 and 398 parts per million of
ethoxyquin and one diet ethoxyquin-free. Afterward, some of them were fasted whilst others
were kept on feeding with ethoxyquin-free diet, during 28 days, and sampled on days 0, 3, 7,
14, 21 and 28 of this phase. Samples were analysed through High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with fluorescence detection and detected concentrations compared
with Maximum Residue Limits of 10, 500 and 1,000 parts per billion, corresponding to

Germany, the United States of America and Japan, respectively.

The results dispersion indicated great individual fish variability. Besides, ethoxyquin
was detected in control group fillets until day 21 of the post-administration phase of
ethoxyquin in food. In fish that received 21 and 398 parts per million of ethoxyquin in food, it
went beyond LMR 10 parts per billion up to day 28, when kept feeding control diet. This also
happened in fish receiving 221 and 398 parts per million of ethoxyquin in food and
subsequently fasted. Fasted fish receiving 398 parts per million of ethoxyquin in food

overcame the LMR 1,000 and 500 parts per billion up to day 3.

The achieved results do allow recommending using a bigger population if working with

Xiv



fish on field conditions, as well as analysing foods with high sensibility methods also, among

other measures.

Keywords: ethoxyquin, Atlantic salmon, HPLC, High Performance Liquid

Chromatography, MRL, Maximum Residue Level, Germany, United States, Japan.
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INTRODUCCION

La etoxiquina es un compuesto quimico de origen sintético con capacidad
antioxidante, de amplio uso en la industria de los alimentos destinados al consumo animal,
debido a sus grandes ventajas comparativas respecto a otros compuestos, tales como el
butil-hidroxi-anisol (BHA) o el butil-hidroxi-tolueno (BHT). Esta capacidad antioxidante lo
hace especialmente valioso, por ejemplo, para la preservaciéon de las harinas y aceites de
pescado utilizadas en la formulacién dietas para salmones. Adicionalmente, le confiere un
notable interés desde el punto de vista logistico para el almacenamiento de grandes
volumenes de estas harinas.

Sin embargo, este producto enfrenta serios cuestionamientos por su toxicidad, la cual
ha sido demostrada en multiples estudios que abordan este riesgo en modelos in vitro e in
vivo. Esto ha conducido a su proscripcion en alimentos destinados al consumo humano en
varios paises del mundo.

Ante este escenario, surge la interrogante sobre la posibilidad de que la poblacién
humana ingiera este compuesto quimico en forma indirecta y desintencionada al ser
incorporado en la dieta de los salmones, lo cual pudiera constituir un riesgo para la salud
publica. Debido a lo expuesto, el objetivo de este estudio fue determinar la concentracién de
etoxiquina en filete de salmén a través del tiempo, como un indicador de periodos de retiro
en los peces que sean suficientes para permitir que los consumidores reciban un producto
seguro, acorde con las normativas internacionales. Para ello se utilizé como referencia las

legislaciones de Alemania, Estados Unidos de Norteamérica y Japén.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Descripcion general y principales aplicaciones

La etoxiquina (EQ, 1,2-dihidro-6-etoxi-2,2,4-trimetilquinolina; N° CAS 91-53-2) es un
compuesto quimico de origen sintético preparado originalmente por Knoevenagel (1921) y
fue concebido inicialmente como un estabilizador de caucho, al evitar su agrietamiento por
oxidacién del isopreno. Su férmula molecular es C14H19NO y su peso molecular es 217,34.
Fisicamente, es un liquido incoloro, fluorescente y viscoso; se torna café en contacto con el

aire y presenta un punto de ebullicion de 123 °C (De Koning, 2002).

Ha sido utilizada eficazmente como pesticida para la agricultura de frutales,
controlando hongos e insectos en los cultivos y productos cosechados; también ha sido
empleada como regulador del crecimiento vegetal y como preservante del color en paprika y
aji en polvo (Btaszczyk et al.,, 2003). En peras “D’Anjou” se ha aplicado en bafios con dosis
de 1.000, 1.750 y 2.750 ppm en combinacion con diferentes regimenes de atmésfera
controlada (Mielke y Drake, 2004). También se ha informado que posee propiedades

antimicrobiales y antiozonantes (Taimr y Prusikova, 1991).

También es utilizada durante el almacenamiento y transporte de grandes volumenes
de las harinas de pescado, ya que son altamente susceptibles a la combustién espontanea a
causa de reacciones oxidativas descontroladas, cuando la temperatura se eleva por sobre

los 55 °C (De Koning, 2005; IMO, 2004).



Actualmente se utiliza como antioxidante en las premezclas vitaminicas lipofilicas
(Bailey et al., 1996) y alimentos que van a consumo animal (Btaszczyk y Skolimowski, 2005).
En las dietas para salmones se utiliza para evitar la rancidez de los acidos grasos
polinsaturados presentes en las harinas y aceites de pescado debido a su importancia
nutricional. Ademas, el alimento oxidado es uno de los principales factores inductores del
estrés oxidativo que enfrentan los peces cultivados (Hamre et al. 2003), siendo este proceso
el causante de la reduccion del rendimiento productivo en algunos peces (Hamre et al.,

2004).

Como productos de su oxidacion en las harinas y aceites de pescado se obtienen
diversos compuestos reducidos que también poseen capacidad antioxidante. Aquellos de
mayor relevancia son una quinolona o quinona imina (Ql, 2,6-dihidro-2,2,4-trimetil-6-
quinolona) y un dimero de etoxiquina (DM, 1,8-bis(1,2-dihidro-6-etoxi-2,2,4-trimetilquinolina))
(De Koning, 2002). En un estudio realizado por De Koning (1998), la QI mantuvo un 80% de
la eficacia propia de la etoxiquina en la harina de pescado, en tanto que el DM un 69% de

eficacia.

Esta capacidad antioxidante estaria mediada por la posicion C-8 de su estructura,
segun reportaron Gunstone et al. (1991), y seria mas activa frente a temperaturas
ambientales o relativamente bajas. Sanhueza et al. (2000) evaluaron la estabilidad térmica
de la etoxiquina frente a un rango de temperaturas y periodos de tiempo habitualmente
utilizados en la coccién de subproductos de la industria avicola, encontrando que a 150°C se

inactiva el 60% de la etoxiquina, y que a 175°C se inactiva hasta el 70% de esta.

En el caso de los alimentos extruidos para perros, Gross et al. (1994) compararon la

efectividad sobre el nivel de peréxidos de una mezcla de etoxiquina y butil-hidroxi-anisol
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(BHA), respecto de otros preservantes. Los alimentos fueron almacenados a 22,2 + 1,2°C
durante 12 meses 6 48,8 £ 2,2°C durante 16 semanas. Los resultados indicaron que el
consumo de alimento de los perros estuvo estrechamente asociado al nivel de peréxidos
presente en los alimentos, prefiriendo los animales aquellos con menores niveles de estos.
Ademas, se observé que la combinacion etoxiquina/butil-hidroxi-anisol no presenté un
incremento significativo del valor de peroxidos en ninguno de los regimenes térmicos. Por
otra parte, en los alimentos frescos hubo predileccién por aquellos alimentos adicionados
con los otros preservantes evaluados, pero luego del periodo de almacenamiento, los
menores niveles de peréxidos correspondieron al grupo de alimentos tratados con etoxiquina

y butil-hidroxi-anisol.

También se ha empleado la etoxiquina como suplemento en los piensos de ganado
de carne, con el fin de mejorar caracteristicas organolépticas como el color y la
concentracion de malondialdehido (proveniente de la oxidacion lipidica) en la carne,
extendiendo asi la fecha de vencimiento del producto final. Al respecto, es posible citar un
estudio realizado por Maddock et al. (2003) en el cual se alimenté animales con piensos
tratados con una mezcla de diferentes dosis de vitamina E con etoxiquina (en una dosis fija
de 150 ppm). Los resultados indicaron una mejora en prolongar la fecha de vencimiento por
medio de la preservacion del color de la carne, sin embargo, aparentemente no hubo
interaccién entre etoxiquina y vitamina E, por lo cual no se pudo establecer efectivamente si

la etoxiquina tuvo efecto alguno.

Por otra parte, como consecuencia de su utilizacién en la industria de los alimentos
para animales, se ha informado que una fraccidn de la etoxiquina es arrastrada en las aguas
residuales de las plantas procesadoras, causando alteraciones en los sistemas de

tratamiento de los desechos liquidos (Shah et al., 2005). Estos problemas incluyen
4



miscibilidad, mayor carga organica, color y olor. Estos autores emplearon un cultivo
bacteriano mixto de tipo mesofilico y metanogénico, comprobando una inhibicién severa de
la produccion de metano en los grupos sometidos a concentraciones de etoxiquina
superiores a 150 mg/L. No se observdé adaptacién de los cultivos a concentraciones
gradualmente incrementales de etoxiquina durante un periodo de 90 dias; asi como tampoco
se observd degradacion ni transformacion de la etoxiquina por los cultivos bacterianos al

cabo de 100 dias de incubacién.

Otro uso derivado de su capacidad antioxidante ha sido como preservante en
ensilajes basados en productos animales. Asi, Middleton et al. (2001) investigaron el efecto
de la adicién de etoxiquina a sistemas preservantes (por fermentaciéon lactica y acido
ortofosférico) de carcasas molidas de pollos. Sus resultados indicaron que la degradacién
proteica bacteriana fue significativamente superior luego de 45 dias de almacenamiento
cuando se empleo etoxiquina, posiblemente debido a que la integridad de la membrana
bacteriana no fue alterada, permitiendo una mayor supervivencia de ellas. La combinacion
de etoxiquina y fermentacion lactica probd ser el método de preservacién con mayor indice
de estabilidad oxidativa en los aceites extraidos del ensilaje. Sin embargo, la adicién de
etoxiquina incrementé significativamente los niveles de acidos grasos libres en los lipidos,
debido probablemente a la degradacién proteica causada por las bacterias. Ademas, la
etoxiquina incrementd en forma significativa los niveles de acido estearico y araquiddnico

tras 45 dias de almacenamiento.

2. Distribucion, metabolismo y eliminacién en los organismos animales

En el ratén, tanto en lineas silvestres como transgénicas, se ha descrito la existencia

de tres vias metabolicas principales (Sanders et al., 2001):



e O-desetilaciéon a través de una enzima CYP desconocida del citocromo P450. En este
caso los principales metabolitos marcadores son 1,2-dihidro-6-hidroxi-2,2,4-
trimetilquinolina glucurénico (DHTG) y 1,2-dihidro-6-hidroxi-2,2,4-trimetilquinolina sulfato
(DHTS).

e Conjugacion mediada por glucuronosiltransferasa (GST). En este caso el principal
metabolito marcador es el DHTG.

e Conjugacion mediada por sulfotransferasa (ST). En este caso el principal metabolito

marcador es el DHTS.

De estas vias metabdlicas la conjugacién mediada por GST es bastante activa, segun
se evidencia por la gran cantidad de conjugados GSH presentes en la bilis de ratas (Burka et
al., 1996). Sin embargo, no se ha caracterizado ninguno de estos productos en la orina de
ratones o ratas, sefialando que son excretados principalmente en las heces. También es
posible que su excrecién urinaria sea como compuestos conjugados no derivados de GSH

(Sanders et al., 2001)

Se ha informado que la absorcidn gastrointestinal en ratas y ratones es rapida,
observandose concentraciones sanguineas maximas dentro de una hora desde la ingestion.
En los tejidos, las mayores concentraciones se encuentran en higado, rifién y tejido adiposo.
En cuanto a la excrecion, esta es rapida y consiste principalmente en metabolitos a través de
la orina, habiéndose reportado la eliminacion de mas de un 85% de dosis de hasta 25 mg/kg

de peso vivo dentro de las siguientes 24 horas (JMPR, 2005).

Otra arista del comportamiento de la etoxiquina en los mamiferos dice relacién con su
capacidad de inducir la sintesis de enzimas involucradas en la fase Il del metabolismo de

otras drogas o xenobiéticos, lo cual podria en algunos casos presentar efectos benéficos. Un
6



estudio realizado con ratones (Hayes et al., 2000) comparé una linea silvestre con una linea
mutante carente de la secuencia que codifica el factor 2 relativo al factor nuclear eritroide 2
(Nrf2, segun su sigla en inglés). Este factor de transcripcion génica regula la expresién de
Glutation S-transferasa, que es una enzima involucrada en la fase Il del metabolismo de
drogas. Segun los resultados obtenidos por estos autores, la administracién en la dieta de
los ratones de 0,5% p/p de etoxiquina, indujo niveles significativamente inferiores de las
diferentes subunidades de Glutatién S-transferasa en los animales mutantes respecto de sus
pares silvestres. No obstante, su sintesis no fue abolida lo cual indicd la existencia de un

mecanismo alternativo de activacién génica.

3. Posibles efectos benéficos sobre la salud animal y humana

El compuesto hexaclorofeno es un agente bacteriostatico de amplio uso como
desinfectante tdpico y en detergentes liquidos. No obstante, la intoxicacion con este
compuesto provoca graves alteraciones en el sistema nervioso central que pueden, incluso,
desencadenar la muerte. (Van Gemert y Killeen, 1998). Como método de proteccién, Hanig
et al. (1984) pre-trataron ratas con etoxiquina y BHT e informaron que ambos compuestos
fueron capaces de evitar los efectos letales del hexaclorofeno. Sin embargo, respecto del
edema cerebral observado no fue posible dilucidar la existencia de potenciales efectos por

parte de la etoxiquina y el BHT.

En un intento por establecer las propiedades carcinogénicas de varios antioxidantes
comunes y los efectos modificadores de la carcinogénesis quimica de otros compuestos, Ito
et al. (1986) disefiaron un experimento con ratas y hamsteres sirios, encontrando que la
etoxiquina inhibié significativamente la carcinogénesis de adenomas y fibroadenomas

mamarios iniciada por 7,12-dimetilbenz[alantraceno en ratas hembra Sprague-Dawley.



Spaethe et al. (1989) llevaron a cabo un estudio con el fin de esclarecer el rol de
diversos mediadores inflamatorios asociados con la hidronefrosis en un modelo cunicola,
para lo cual emplearon etoxiquina, entre otros agentes farmacolégicos, como inhibidor de
cicloxigenasa y lipoxigenasa. Sus resultados indicaron que la etoxiquina previno un aumento
en la liberacibn de metabolitos de acido araquidonico desde el rifidén hidronefrético
perfusionado ex vivo. Histolégicamente, se pudo apreciar una marcada reduccién del 60% en
la infiltracion monocitica asociada a la obstruccién ureteral. Esta reduccion se asocié a una

marcada disminucién de la produccion de eicosanoides.

Por otra parte, Ohshima et al. (1996) estudiaron el efecto de la administracién de
diferentes dosis de etoxiquina sobre los niveles plasmaticos de colesterol y la concentracién
de carotenoides en pollos parrilleros. Los datos sugirieron que la inclusién de 50 ppm en la
dieta era suficiente para promover el desarrollo de los pollos con una baja disminucion en el

depdsito de carotenoides.

La etoxiquina también ha sido estudiada por su capacidad como agente
quimioprotector frente a la hepatocarcinogénesis inducida por la Aflatoxina B,. Este
compuesto es un metabolito producido por mohos comunes pertenecientes a las especies
Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus, que son contaminantes habituales en las
cosechas de cereales y otros alimentos en regiones con climas humedos y calidos (Eaton y
Gallagher, 1994). En un estudio en ratas (Ellis et al., 1993) se observé que una enzima
involucrada en la detoxificacion de la aflatoxina B;, denominada aflatoxina B, aldehido
reductasa (AFAR), increment6 sus niveles. La detoxificacion de la aflatoxina B; consistié en
la reduccién del citotoxico AFB¢-8,9-dialdehido a la forma AFB;-8,9-dihidrodiol, la cual no
tiene capacidad ligante a proteinas. En un estudio posterior (Ellis et al., 1996) se determiné

que la etoxiquina produjo un incremento de 15 veces en los niveles de aflatoxina aldehido
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reductasa en el higado de ratas, siendo esto el resultado de un incremento en la
transcripcién del RNA,, correspondiente. Al mismo tiempo los autores sugieren que la
etoxiquina induce otras enzimas reductoras de grupos carbonilo ya que observaron un
incremento de 1,6 veces en la actividad reductora del compuesto 4-hidroxinonenal, el cual es

un pobre sustrato para la AFAR.

Adicionalmente, se ha establecido la existencia de una segunda via metabdlica
involucrada en la detoxificacion de la aflatoxina B;. Esta corresponde a la enzima Glutation
S-transferasa, la cual también puede ser inducida por la etoxiquina. Esto ha sido sugerido
por Hayes et al. (1996) quienes informaron de incrementos, atribuibles al uso de etoxiquina,
de hasta 10 veces en los niveles de Glutation S-transferasa y de hasta 15 veces en los de

AFAR, en ratas macho de la linea Fischer.

En pollos parrilleros, se informé del efecto de la etoxiquina sobre el nivel de glutatién
reducido (GSH) en higado, duodeno e ileo intestinal. Los resultados indicaron niveles mas
elevados de GSH duodenal luego de 3 y 7 semanas de iniciada la alimentacién con
etoxiquina (125 ppm), asi como también de GSH ileal luego de 3 semanas respecto de las
aves que no recibieron etoxiquina en la dieta. Considerando que la glutatién peroxidasa
reduce los peréxidos a alcoholes acuosos o lipidicos al catalizar la liberacion de hidrégeno
desde la fraccién cisteinil del GSH, esto podria ser de particular importancia en la proteccion
de las células del estrés oxidativo mediado por altos niveles de perdxidos en los alimentos

(Wang et al., 1997).

Por su parte, Bammler et al., (2000) estudiaron el efecto quimioprotector de
etoxiquina y otros compuestos sobre la hepatocarcinogenicidad inducida en primates no

humanos. Sus datos sugirieron que la etoxiquina induce aumentos moderados de la

9



actividad conjugante de glutation a aflatoxina B, mediada por Glutation S-transferasa en el

higado de algunos de los monos titis (Callithrix spp.) empleados.

Posteriormente, en un estudio realizado en peces gato americano (Ameiurus
nebulosus) se administré etoxiquina en la dieta en una concentracién de 0,5% p/p y se
determiné la actividad catalitica de la Glutation S-transferasa frente a varios substratos
diferentes. Los resultados indicaron un incremento significativo de 1,6 veces en la actividad
contra 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB). Este incremento seria atribuible a una mayor
sintesis de esta enzima y sugiere, en conjunto con otros estudios, que la induccidén génica

seria conservada entre distintas especies de peces (Henson et al., 2001).

En otro ambito, la etoxiquina ha sido evaluada en su efecto productivo al ser
incorporada en dietas de consumo animal. Kestemont et al. (2001) disefiaron un experimento
para comparar la ingestion de alimento, tasa de crecimiento y estado nutricional de la perca
comun (Perca fluviatilis) frente a dietas con y sin etoxiquina. Los resultados indicaron un
rapido incremento de la ingestion de alimento en los grupos alimentados con dietas que
incorporaron etoxiquina, independientemente del contenido lipidico de estas. La tasa de
crecimiento indicé un significativo efecto favorable de la presencia de etoxiquina y el nivel
lipidico. Respecto al estado nutricional, la adicibn de etoxiquina incrementé
significativamente la proporcién de acidos grasos polinsaturados totales en el higado y

musculo esquelético.

En novillos, Han et al. (2002) disefiaron un experimento para investigar el rol de
etoxiquina en el rumen, replicando las condiciones naturales en fermentadores artificiales de
cultivo continuo con doble flujo. Sus resultados indicaron que no hubo alteraciones en la

mayoria de los parametros de interés, con excepcion de un incremento de la digestibilidad
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verdadera de materia organica (desde un 38% hasta un 45%) asi como una disminucion de
la concentracion de propionato (desde 51,1 mM hasta 42,4 mM) y un aumento de la
concentracién de butirato (desde 18,4 mM hasta 22,9 mM). No obstante, esto no alterd la

concentracion total de acidos grasos volatiles ni de acetato.

4. Efectos adversos en la salud animal y humana

Ito et al. (1986) en su experimento con ratas F344 y hamsteres sirios informaron de
induccién de adenomas renales iniciados por N-etil-N-hidroxietilnitrosamina en ratas.
Ademas, subsecuentemente a la administracion de 1,2-dimetilhidracina observaron que la
etoxiquina aumento significativamente el nimero de tumores en el colon distal de ratas
macho. También, la administraciéon de etoxiquina incrementé significativamente la incidencia
y numero de papilomas e hiperplasias papilares y nodulares en la vejiga urinaria de ratas

macho, previa induccién con N-butil-N-(4-hidroxibutil)nitrosamina.

Meydani et al. (1991) evaluaron la influencia de la etoxiquina, entre otros compuestos,
en la sintesis de prostaglandina E, en las regiones cerebrales del ratéon. Los datos obtenidos
indicaron que redujo significativamente los niveles plasmaticos de a-tocoferol en un 42% vy, al
mismo tiempo, incrementé significativamente la concentracidn de vitamina E en el tallo

cerebral.

Manson et al. (1992) informaron una significativa disminuciéon del peso corporal en
ratas Fischer F344, en hembras adultas y en machos destetados y adultos, asi como
también de un aumento del peso renal relativo al peso corporal. Esto ultimo fue evidente en
los machos, no asi en las hembras. Ademas, observaron lesiones renales en los machos que
variaron en funcién de la edad en que comenzaron a ser alimentados con la dieta

experimental. En el caso de los machos adultos las lesiones se ubicaron en la corteza renal y
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en los machos destetados observaron extensas necrosis de las papilas renales, asi como

también observaron mayores niveles de excrecion de albumina en la orina.

También se ha informado la inhibicion del transporte de electrones en la cadena
respiratoria mitocondrial, en homogeneizados de higado y rifidn de ratas y de corazén bovino
(Reyes et al., 1995). Estos investigadores concluyeron que: la etoxiquina inhibié el consumo
de oxigeno en forma proporcional a su concentracion en homogeneizados de rifién cuando
se empled glucosa como sustrato metabdlico; inhibié el consumo de oxigeno en mitocondrias
intactas de higado de rata cuando se utiliz6 glutamato mas malato; también inhibié el
transporte de electrones en particulas sub-mitocondriales de corazén bovino y corteza renal
de rata cuando se utilizé NADH como sustrato; y la etoxiquina, ademas, afecté la reduccion
del NADH en presencia de ferrocianida — un aceptor artificial de electrones — en particulas

sub-mitocondriales de corazén bovino.

Por otra parte, Bailey et al. (1996) evaluaron la etoxiquina en pollos Leghorn y
concluyeron que la etoxiquina, aun cuando previno la peroxidacion tisular potencialmente
excesiva, no fue efectiva en mejorar la respuesta inmune de las aves ante un desafio con
vacuna contra la enfermedad de Newcastle. Asi mismo, también observaron un aumento
relativo del peso hepatico entre los pollos alimentados con dosis de 1.000 ppm respecto de
aquellos que recibieron 0, 125 6 500 ppm, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa, lo cual sugiere una potencial toxicidad. Al mismo tiempo, Ohshima et al. (1996)
informaron de efectos adversos en pollos parrilleros enfrentados a altas dosis de etoxiquina
en la dieta. Estos investigadores encontraron detrimentos en la ganancia de peso corporal y
eficiencia de conversion alimenticia en los grupos expuestos a dosis superiores a 125 ppm.
Ademas, el depédsito de pigmentos carotenoides se redujo en forma lineal respecto al

aumento en las dosis de etoxiquina recibida en la dieta. También detectaron que la
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concentracion de etoxiquina en el tejido graso de la piel de la pechuga se incrementé en

forma lineal con la concentracién de etoxiquina recibida.

En un estudio realizado en ratones, Dorey et al. (2000) compararon varios efectos
entre la etoxiquina y otros compuestos quinolinicos derivados de esta, observando que esta
produjo una significativa hipotermia. Los autores estimaron que probablemente el fenémeno
se asociaba a la inhibicion del transporte de electrones en la cadena mitocondrial reportado

previamente por Reyes et al. (1995).

Neal et al. (2003) condujeron un estudio de dosis-respuesta en ratas Fischer F344,
observando fuertes diferencias intersexo en la nefrotoxicidad causada por etoxiquina, siendo
los machos afectados en forma mucho mas severa que las hembras. Los autores
concluyeron que la causa de este fendbmeno no podia ser precisada, pero sugieren la
posibilidad de que la albuminuria observada, podria potenciar la nefrotoxicidad o

carcinogenicidad de otros compuestos xenobioticos.

Por otra parte, las dioxinas o dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs) y los
dibenzofuranos policlorados (PCDFs) son compuestos contaminantes lipofilicos muy
persistentes que estan ampliamente distribuidos en el medio ambiente y son potencialmente
bioacumulables (Cafiedo y Macias, 2007). Al respecto, Baron et al. (2005), estudiaron la
relacién entre el contenido de dioxinas en las harinas de pescado y su exposicién a
diferentes regimenes de radiacion ultravioleta B (UVB), en harinas adicionadas con 500,
1000 6 3000 ppm de etoxiquina. Sus resultados indicaron que la etoxiquina en sus dos dosis
mayores previno completamente el desarrollo de hidroperéxidos a partir de los lipidos
durante la exposicidén a radiacién UVB. Sin embargo, la concentracién de dioxinas en la

harina con 3000 ppm de etoxiquina — expresada como Cantidad de Equivalencia Toxica
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(TEQ, segun su sigla en inglés) — fue mayor (1,72 nG TEQ/kg) que en la harina libre de
etoxiquina (1,15 nG TEQ/Kkg). Los autores estimaron que esto indicaria que la degradacion
de las dioxinas y la oxidacién lipidica pudieran ser procesos acoplados y, por lo tanto, la

adicién de etoxiquina a los alimentos representa un riesgo.

Diversos estudios han abordado, también, la toxicidad de la etoxiquina en modelos in
vitro realizados con linfocitos humanos. Btaszczyk et al. (2003) evaluaron la actividad
genotoxica en el ensayo de aberracion cromosomal sobre cultivos de linfocitos humanos,
tanto en presencia del factor de activacion metabdlica S9 como en su ausencia. Estos
investigadores concluyeron que la etoxiquina produjo aberraciones cromosoémicas en las
dosis empleadas, siendo los cortes y fenestraciones de la cromatida las alteraciones mas
frecuentes. Estas y otras alteraciones acarrearian serias consecuencias bioldgicas. Estos
hallazgos se condicen con un estudio posterior de Btaszczyk (2006), quien encontro in vitro
evidencias de otro tipo de dafio en el ADN de linfocitos humanos conjuntamente con
citotoxicidad. Estos efectos también presentaron una marcada relacién lineal de dosis-

respuesta.

Adicionalmente, Btaszczyk y Skolimowski (2005) comprobaron la induccion de
apoptosis en linfocitos humanos tras exponer cultivos durante 72 horas a diferentes
concentraciones de etoxiquina entre 0,025 y 0,5 mM, obteniendo un valor de indice de
citotoxicidad 50 (ICsp) igual a 0,09 mM. Segun los autores este efecto apoptético pudiera
deberse al fenémeno pro-oxidativo que presentan muchos antioxidantes en altas

concentraciones.

Al respecto, otros investigadores han sefalado que la etoxiquina y algunos

metabolitos, mencionados mas adelante, no representan un riesgo de genotoxicidad in vivo
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(JMPR, 2005).

Estudios en humanos sélo han reportado casos de dermatitis alérgicas en
trabajadores expuestos a la manipulacién de alimentos animales formulados con etoxiquina
(Alanko et al., 1998; Rubel y Freeman, 1998, Rodriguez-Trabado et al., 2007), sin embargo,

esto seria el resultado de una sensibilizacién mas que una reaccidén espontanea.

En un informe de la Reunién Conjunta de Expertos de la OMS y FAO sobre Residuos
de Pesticidas (JMPR, 2005) se indico la toxicidad aguda de la etoxiquina al ser administrada
a ratas en forma oral (LDsq=1700 mg/kg p.v), por via cutanea (LDs,>2000 mg/kg p.v) o por
inhalacién (LCso>2 mg/L). También se informo respecto a la evaluacion de los efectos toxicos
de la administracién de etoxiquina en una unica dosis oral en perros. Al respecto, se
administré dosis unicas orales desde 50 hasta 200 mg/kg de etoxiquina y los metabolitos
demetiletoxiquina (DMEQ), metiletoxiquina (MEQ), deshidrometiletoxiquina (DHMEQ) y
dihidroetoxiquina (DHEQ). Los resultados indicaron que la etoxiquina, MEQ y DHEQ
provocaron incrementos de las concentraciones séricas y urinarias de bilirrubina en todas las
concentraciones empleadas. Ademas, la etoxiquina y MEQ produjeron cambios en el higado,
indicativos de estasis biliar y/o acumulacién de pigmento biliar. También fue evidente la
instauracién de signos clinicos post-administracion, tales como emesis. Luego de un periodo
de recuperaciéon de dos semanas, se pudo apreciar un incremento de los niveles séricos de
las enzimas aspartato aminotransferasa y alanino aminotransferasa, indicativas de la funcién
hepatica. Los expertos establecieron en perros un Nivel sin Efectos Toxicos Observables

(NOAEL) de 50 mg/kg p.v.

El mismo comité de expertos establecid que el nivel minimo necesario para la

instauracion de efectos clinicos y toxicidad hepatica en perros es de 100 ppm (equivalente a
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2,5 mg/kg por dia). Para esto se basaron en un estudio de toxicidad reproductiva bi-
generacional en perras alimentadas con dietas que contenian etoxiquina en concentraciones
de 0, 100 6 225 ppm. Si bien no hubo efecto sobre los parametros reproductivos, incluso con
la dosis mas alta, si hubo evidencia de signos clinicos (deshidratacién y epifora) y toxicidad

hepatica, principalmente en las hembras.

En vista de los antecedentes de toxicidad observados en los animales alimentados
con dietas que la incorporan en su formulacién, es que actualmente se desarrollan
investigaciones conducentes a preparar analogos u otros compuestos que la reemplacen (De
Koning, 2002). En un estudio realizado por Thorisson et al. (1993) se sintetizé el compuesto
8-metiletoxiquina, un derivado de la etoxiquina, con el fin de favorecer la obtencién de
quinona imina como producto de degradacién principal. Sin embargo, los autores
concluyeron que al ser aplicado en harina y aceite de pescado la actividad antioxidante
observada fue menos efectiva que la de la etoxiquina propiamente tal. Esto se podria atribuir
a que la sustitucion del hidrégeno de la posicidn 8 reduciria la efectividad de la 6-quinona
imina. Por otra parte, De Koning (2002) evalu6 diez compuestos derivados de la etoxiquina
en cuanto a su eficacia antioxidante en harinas y aceites de anchoveta y sardina,
concluyendo que la Hidroquina (1,2-dihydro-2,2,4-trimethylquinoline) podria competir con la
etoxiquina sobre la base de su costo y eficacia. A su vez, Btaszczyk et al. (2006) sintetizaron
sales de etoxiquina combinandola con otros compuestos del grupo de los antioxidantes
naturales con el fin de obtener compuestos cuyo poder antioxidantes fuese sinérgico. A
continuacion, fueron evaluadas en su potencial citotoxico, genotoxico y antioxidante y
comparadas respecto a la etoxiquina. Los resultados permitieron concluir que todas las sales
fueron menos genotdxicas y su actividad protectiva fue tan alta como la de la etoxiquina,
siendo el n-hexanoato de etoxiquina el compuesto mas prometedor de ellos. En un estudio

asociado, Btaszczyk et al. (2007a) observaron que todas estas sales fueron citotoxicas con
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una concentracion de 500 uM. No obstante la citotoxicidad de la etoxiquina fue mayor que la
de estas sales, asi como también fue un inductor mas potente de fragmentacién del ADN. En
otro estudio, Btaszczyk et al. (2007b) sintetizaron y evaluaron otras dos sales de etoxiquina:
un clorhidrato y un fosfato. Estas sales resultaron ser menos citotéxicas y genotoxicas que
la propia etoxiquina, pero al mismo tiempo su actividad antioxidante también disminuyé, es
especial el fosfato. Posteriormente, Kumar et al. (2007) prepararon una serie de analogos
mas pesados de etoxiquina mediante la insercion grupos etil-tio, etil-selenio y etil-teluro en la
posicién 6. Estos fueron comparados con la etoxiquina en cuanto a su capacidad catalitica y
antioxidante (interrupciéon de la reaccidon en cadena y descomposicion del peroxido de
hidrogeno). Entre todos los compuestos evaluados sélo aquel que portaba el grupo etil-teluro

cumplié a cabalidad con dichos objetivos.

5. Reglamentos internacionales respecto al uso de etoxiquina

A nivel internacional existen reglamentaciones concernientes al uso de este
antioxidante para la elaboracion de alimentos destinados al consumo humano, asi como
también de insumos para la fabricacidn de alimentos de consumo animal tales como la

harina y el aceite de pescado. A nivel nacional no existen reglamentos al respecto.

Mundialmente, rige con caracter de mandatorio el Reglamento de la Organizacion
Maritima Internacional para el transporte de cargas peligrosas. Este considera,
especialmente, a la harina de pescado como un producto inflamable, exigiendo que sean
estabilizadas con dosis de 400 a 1.000 ppm de etoxiquina en un plazo no mayor a 12 meses
previo al embarque. No obstante, la concentracion remanente al momento del embarque no

debe ser inferior a 100 ppm (IMO, 2004).

Respecto de los alimentos destinados al consumo de los animales domésticos y de
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compainiia, el reglamento (CE) N° 2316/1998 de la Comisién de las Comunidades Europeas,
establece un limite maximo de 150 ppm para etoxiquina, sola o en conjunto con BHA y/o
BHT, en todas las especies animales excepto el perro, en cuyo caso el limite es de 100 ppm

especificamente para la etoxiquina (Comunidad Europea, 1998).

En los Estados Unidos de Norteamérica, el organismo encargado de la normativa es
la Administracién de Alimentos y Drogas (FDA, 2006b). Este ha permitido su uso en los

alimentos para consumo animal sujeto a las siguientes condiciones:

e Que su uso tenga el fin de retardar la oxidacién del caroteno, xantofilas,
vitaminas A y E, y como prevencién del desarrollo de peréxidos organicos en
la comida enlatada de perros.

¢ Que su dosis maxima remanente no exceda las 150 ppm.

o Esto debe ir acompafado, ademas, del correcto etiquetado de los envases de

aditivo, premezclas y alimentos que contengan el compuesto.

Adicionalmente, la FDA solicité a los fabricantes de etoxiquina y alimentos para
mascotas la disminucién voluntaria de los niveles maximos de incorporacién a 75 ppm (CVM,

1997).

En alimentos de consumo humano, la Organizacién de las Naciones Unidas ha
establecido recomendaciones a través de la Organizacion para los Alimentos y la Agricultura
(FAO). Basandose en un estudio multigeneracional de toxicidad reproductiva en perros
(mencionado previamente) se establecié un factor de seguridad de 500 veces para la
Ingestion Diaria Permitida (ADI), lo cual significa un rango entre 0 y 0,005 mg/kg de peso

corporal (Dewhurst, 1998). Este valor fue confirmado recientemente y extendido para incluir
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también los metabolitos Metoxiquina, DHMetoxiquina y DHetoxiquina. Adicionalmente,
utilizando un factor de seguridad de 100 veces respecto al NOAEL de 50 mg/kg p.v, se ha

establecido que la Dosis Aguda de Referencia (ARfD) es de 0,5 mg/kg p.v (JMPR, 2005).

Sin embargo, los efectos deletéreos han conducido a su proscripcién en paises como
Bélgica, Dinamarca, Espafia, Grecia, Holanda, Italia y Luxemburgo (De Koning, 2005). En el
caso de los paises que permiten su uso, existen regulaciones sobre las concentraciones
maximas permitidas en los alimentos de origen animal destinados a ser consumidos por la
poblacion humana. Asi, en los Estados Unidos de Norteamérica, la FDA (2006a) ha
establecido un nivel de tolerancia de 500 ppb en carne cruda. En Japén, el Ministerio de
Salud, Trabajo y Bienestar (MHLW, 2005) ha establecido un Limite Maximo Residual (LMR)
de 1000 ppb para la carne de salménidos. En Alemania, la Oficina Federal para la Proteccién

del Consumidor y Seguridad Alimentaria (BMELV, 2007), ha establecido un LMR de 10 ppb.

6. Métodos analiticos

La disponibilidad de métodos analiticos efectivos y practicos, para la determinacién
del cumplimiento con los Limites Maximos Residuales de drogas de uso veterinario, que
sean capaces de detectar, cuantificar e identificar todos los residuos presentes en los
alimentos representa una situacion ideal que los gobiernos debieran impulsar. Esto permite a
las autoridades reguladoras usarlos rutinariamente en sus programas de control de residuos
asegurando el cumplimiento de los requerimientos de seguridad alimentaria (Codex

Alimentarius, 1993).

Los principales atributos de los métodos analiticos en los programas de control de
residuos son especificidad, precisién, exactitud (medida como error sistematico y

recuperacion) y sensibilidad (Codex Alimentarius, 1993).
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Los programas de control de residuos de farmacos y contaminantes han abordado el
tema de los métodos analiticos en muchas publicaciones, detectando etoxiquina en frutas,
especias e insumos alimenticios. Dichas técnicas incluyen un abanico de posibilidades tales
como: espectrometria, cromatografia de capa fina, cromatografia de capa fina de alta
presion, cromatografia de gases y cromatografia liquida de alto rendimiento; siendo estas

dos ultimas las mas frecuentes (He y Ackman, 2000a).

La cromatografia de gases con un detector de ionizacién de llama posee la ventaja de
una muy alta sensitividad y la desventaja de una posible descomposicién de la etoxiquina
debido a la alta temperatura de la columna. Por el contrario, la cromatografia liquida de alto
rendimiento evita esta descomposicion, pero el costo es una menor sensibilidad del método

(He y Ackman, 2000a).

La utilizacion de técnicas cromatograficas, ya sea de gases o liquida de alto
rendimiento, requiere de la existencia de estandares de alta pureza como un elemento critico
en el establecimiento de lineas de calibracion para la determinacion cuantitativa (He y
Ackman, 2000b). Actualmente, es posible encontrarlos disponibles comercialmente para
etoxiquina, dimero de etoxiquina y etoxiquina des-etilada. Respecto a la quinona imina, He y

Ackman, (2000b) describen su purificacién utilizando HPLC de fase reversa.

6.1 Cromatografia de gases

Skaare y Dahle (1975) compararon la estabilidad de etoxiquina a través del tiempo en
dos soluciones, n-hexano y cloroformo, utilizando cromatografia de gases (GC) combinada

con espectrometria de masas (MS). Los autores informaron de una extrema labilidad de la
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etoxiquina al ser expuesta a la luz y en las soluciones con cloroformo se observd un
incremento en la intensidad del color y entre 35-70% de pérdida de la etoxiquina detectable,
en soluciones de concentracion decreciente. En cambio, las soluciones en n-hexano
permanecieron inalteradas luego de un mes de almacenamiento. En consecuencia,
recomendaron este solvente para la extraccion de etoxiquina desde sistemas biologicos y el

trabajo analitico.

En una variacion del método anterior, Dahle y Skaare (1975) detectaron etoxiquina en
harina de pescado, carne de trucha arco iris y carne de pollo. Utilizando un sistema de
separacion por GC con detector de ionizacién de llama obtuvieron un limite de detecciéon de
10 nanogramos y un promedio de 30% de recuperacidn de la etoxiquina adicionada en estas

matrices.

Posteriormente, en un experimento con peras de la variedad Blanquilla tratadas con
un producto comercial que contiene etoxiquina, Lépez y Riba (1999) desarrollaron un método
de cromatografia de gases con un detector de ionizacién de flama alcalina (detector de
nitrégeno y fosforo). Este método fue mas barato y rapido que la utilizacién de HPLC en esta
matriz. Los limites de deteccion obtenidos fueron de 0,4 ppm de etoxiquina en cascara fresca
y de 0,15 ppm en pulpa fresca, siendo los rangos de recuperacién 77-97% y 77-82%,

respectivamente.

6.2 Cromatografia liquida de alto rendimiento

Varias publicaciones han abordado la deteccién de etoxiquina con HPLC en la harina
de pescado y los alimentos para salmones y/o en los tejidos del salmén, especialmente en el

musculo. Asi, en el primer caso es posible citar el trabajo de Schreier y Greene (1997) cuyo
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método analitico fue adoptado como estandar oficial de la Asociacion de Quimicos Analiticos

Oficiales (AOAC). El procedimiento contempla:

preparacion de soluciones estandares de calibracién
extraccion con acetonitrilo (ACN)

el analisis con HPLC isocratico y deteccion de fluorescencia

Posteriormente, He y Ackman (2000a), disefiaron un método para deteccién

simultanea de etoxiquina, quinona imina, y dimero de etoxiquina mediante HPLC de fase

reversa y fluorescencia. Este consiste en:

extraccion desde la muestra con hexano

secado bajo flujo de nitrégeno

extraccion desde el extracto oleoso con ACN

Separacién en columna Cyg y elusidén con una fase mévil de una solucion de
ACN-acetato de amonio 0,01M (80:20 v/v)

Deteccion de fluorescencia con una longitud de onda de 280 nanémetros.

El promedio de recuperacion fue de 95% para etoxiquina, 98% para dimero de

etoxiquina y 83% para quinona imina. Los limites de deteccion fueron 5ppm para etoxiquina

y dimero de etoxiquina y 0,5 ppm para quinona imina.

Por su parte, Brannegan et al. (2001) desarrollaron un método de deteccién de

etoxiquina utilizando un sistema de HPLC acoplado a un detector de nitrdgeno por

quimioluminiscencia (CLND). Este detector se caracteriza por permitir cuantificar cualquier

compuesto que contenga nitrégeno en su estructura en tanto se conozca el niUmero de estos.

Ademas, no se requiere de la utilizacion de un estandar. En este método, los autores

separaron etoxiquina y sus productos de oxidacion tanto en fase normal como reversa. En
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fase reversa utilizaron una fase movil binaria de 75% metanol y 25% isopropanol (solvente A)

y 100% agua (solvente B) en una gradiente de 55% A — 45% B hasta 95% A — 5% B durante

20 minutos.

De este modo, lograron sobre un 90% de resolucién de N-6xido quinona imina,

quinona imina, dimetil-etoxiquinolina, etoxiquina y dimero de etoxiquina (en orden de

secuencia).

El sistema exhibid, en resumen, una respuesta independiente del tipo de

nitrégeno, linealidad desde 50 hasta 6.400 picomoles y una sensibilidad de 25 picomoles de

nitrégeno (0,35 nanogramos).

Recientemente, Bohne et al. (2007) disefiaron un método de HPLC de fase reversa

con deteccidén por fluorescencia que permite la deteccién cuantitativa y simultanea de

etoxiquina y dimero de etoxiquina en los tejidos del salmén del Atlantico. Este consiste en:

extraccién con etanol, pirogalol, acido ascérbico, acido etilendiamino-tetra-
acético (EDTA), hidréxido de sodio, cloruro de sodio y hexano

Secado bajo flujo de nitrégeno

Reconstituciéon en acido acético y ACN

Separacién en dos columnas acopladas en tandem (C18 y fenil-hexil) y
elusion con una fase movil binaria en una secuencia ciclica de dos gradientes,
por 23,5 minutos. El solvente 1 consiste en una mezcla de 20% buffer y 80%
de una solucion de acido ascérbico en ACN al 0,1% p/v. El solvente 2 consiste
en 100% de la ultima solucion.

Deteccion de fluorescencia con longitudes de onda de 358 y 433 nanometros

para excitacién y emision, respectivamente.

El limite de deteccion reportado es de 0,02 y 0,06 ug/L para etoxiquina y dimero,

respectivamente. El limite de cuantificacién es 0,07 y 0,21 pg/L para etoxiquina y dimero,

respectivamente. La repetibilidad y la precision entre ensayos estuvieron en el rango entre

2,3-10,6%

y 10,4-20,9%, respectivamente. La exactitud obtenida fue 96-99%.
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Adicionalmente, este método es capaz de detectar también otros metabolitos presentes en el
tejido muscular tales como quinona imina, etoxiquina des-etilada y un metabolito

desconocido.

En consecuencia, las caracteristicas de los métodos analiticos de cromatografia
liquida de alto rendimiento de que se dispone en la actualidad los hacen adecuados para los

objetivos propuestos en este ensayo.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general
Evaluar, en el filete de salmén del Atlantico, las concentraciones de etoxiquina que se

obtienen después de alimentar con dietas con diferentes concentraciones de etoxiquina.

2. Objetivos especificos
= Controlar el rango de concentraciones de etoxiquina alcanzado en filetes de
salmones alimentados con dietas suplementadas con diferentes niveles de

etoxiquina, durante el periodo de administracién de sesenta dias.

= Determinar el rango de concentraciones de etoxiquina en filetes de salmones

alimentados con dietas suplementadas con diferentes niveles de etoxiquina,

durante el periodo de retiro de la alimentacion de veintiocho dias.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales de experimentacion

El estudio in vivo fue realizado en las instalaciones de la estacién experimental
Quillaipe de Fundacién Chile (Anexo A.4 — A.6) en la décima region de Chile. Se utilizaron
505 salmones del Atlantico (Salmo salar) de aproximadamente 1 kg. de peso. Estos fueron
marcados mediante una pistola de inyeccién de tinta, dispuestos en dieciocho estanques de
1 m® y dotados de un sistema de reutilizacién de agua de mar, con un flujo aproximado de 50
litros por minuto. Los peces fueron mantenidos entre 13,4 y 17,4 °C. El oxigeno disuelto en el

agua oscilé entre 7,1 y 10 ppm y fue suplido artificialmente.

Previo al inicio del estudio, los peces fueron alimentados con una dieta libre de

etoxiquina durante dos semanas.

2. Alimentacion

Las dietas fueron elaboradas por la planta de alimentos de EWOS CHILE S.A. Los
ingredientes utilizados en la formulaciéon (Anexo B.1) fueron harina de jurel, astaxantina
(AquAsta®), gluten de maiz, concentrado de soya, trigo molido, premezclas de vitaminas y
minerales, y una mezcla de aceites vegetales y de pescado (OiIMIX®). El tamafio del pellet

fue entre 7 y 8 mm (Anexo A.1 — A.3).

La etoxiquina fue dosificada en la harina de jurel, obteniéndose una concentracién
final de 1813 ppm. La harina de jurel y la etoxiquina (Anexo B.2) fueron provistas por SOUTH

PACIFIC KORP (SPK).

26



Se empled cinco grupos experimentales a los cuales se les administrd diferentes
concentraciones de etoxiquina en la dieta (B, C, D, E, F). El grupo A recibié una dieta control
libre de etoxiquina. Los restantes grupos recibieron dietas con concentraciones de 11, 21,

107, 221 y 398 partes por millén (ppm) de etoxiquina, respectivamente.

Las concentraciones de etoxiquina obtenidas en la harina de pescado y en cada una
de las dietas elaboradas fueron certificadas por el laboratorio Bioquality (Puerto Montt) y
determinadas mediante una técnica de extraccién por solvente (el limite de deteccion
informado por el laboratorio fue de 1,9 ppm). Ademas, los alimentos fueron evaluados por el
mismo laboratorio con el fin de monitorear la rancidez, segun el método de la Asociacion de

Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC, 1997).

Durante la etapa de administracién de etoxiquina los peces fueron alimentados a
saciedad, mediante alimentadores automaticos, cuatro veces al dia (Anexo A.7). Durante la
etapa de retiro del alimento con etoxiquina se continué alimentando con la dieta libre de
etoxiquina a la mitad de los peces. Estos fueron alimentados a saciedad, en forma manual y

tres veces al dia.

3. Diseno experimental
El experimento tuvo una duracién total de 88 dias, divididos en dos etapas:

e Primera Etapa: tuvo una duracibn de sesenta dias y consisti6 en la
administracion de cinco dietas que contenian diferentes concentraciones de
etoxiquina a cinco grupos de peces y una dieta libre de etoxiquina a un grupo
control. En esta etapa a cada grupo se le asigné, al azar, 3 estanques con 28

peces en cada uno, inicialmente.
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e Segunda Etapa: tuvo una duracién de veintiocho dias y consistié en el retiro
del alimento con etoxiquina. En esta etapa los peces fueron redistribuidos en 6
estanques de 3 M°® con 54 peces en cada uno, tal como se ilustra en la figura
N° 1. En 3 de estos estanques los peces fueron sometidos a ayuno y en los

otros 3 fueron alimentados con dieta libre de etoxiquina.

Figura N° 1: Distribucién de los peces en la primera y segunda etapas.
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4. Obtencion de las muestras
El sacrificio de los peces se realizé por exanguinacion mediante la diseccion de los
arcos branquiales. Este procedimiento fue precedido de una sedacién con Etil-p-

aminobenzoato (BZ-20®) diluido al 0,004% en el estanque (Anexo A.8 y A.9).

Los dias de sacrificio durante la primera etapa fueron: 0 y 30. Los dias de sacrificio
durante la segunda etapa fueron: 0, 3, 7, 14, 21 y 28. En cada oportunidad se muestre6é un

minimo de 4 peces de cada grupo experimental.

La muestra correspondio al filete izquierdo de cada pez, con piel y espinas. Esta fue
envuelta en papel aluminio, identificada, embolsada en polietileno, congelada por 48 horas a
-20°C y enviada al Laboratorio de Farmacologia Veterinaria de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (Laboratorio acreditado por el Instituto
Nacional de Normalizacion (INN) de Chile bajo la norma ISO 17025 Of.2005) para su

analisis.

5. Método analitico utilizado en el filete

En el laboratorio, los filetes de salmoén fueron molidos y homogeneizados
individualmente, separando una muestra y una contramuestra que fueron identificadas y

congeladas hasta el momento de ser procesadas.

Las muestras fueron analizadas mediante Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento
(HPLC) con deteccién de fluorescencia (Anexo A.10 — A.14), utilizando como referencia el
método descrito por He y Ackman (2000b) y previamente validado por el Laboratorio segun
la Directiva 2002/657/CE de la Unién Europea. El limite de deteccion informado es de 5 ppb

y el limite de cuantificaciéon de 10 ppb.
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6. Evaluacion de la concentracion de etoxiquina

Las concentraciones de etoxiquina en musculo durante la segunda etapa fueron
representadas en un grafico de dispersion de puntos y estos fueron comparados con los
Limites Maximos Residuales de las legislaciones de Japén, EE.UU. y Alemania (1.000 ppb,

500 ppb y 10 ppb respectivamente).

Para efectos de graficar la dispersién de los datos, los valores no detectables (ND)

segun la metodologia empleada fueron substituidos por cero.
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RESULTADOS

1. Primera etapa: administracion de etoxiquina

El resumen de los datos de concentracion de etoxiquina en el filete de salmén del

Atlantico durante la primera etapa se presenta en la Cuadro N° 1.

Cuadro N° 1: Rango de concentraciones de etoxiquina (ppb) en filetes de salmén del Atlantico
observados a los 30 dias de alimentacion, segun dieta.

ND - 30
ND - 57
ND — 221
7-939
16 - 517
ND - 3.559

O © O © © Op=j

n: Nimero de observaciones.
ND: No detectada.

En el dia 0, antes de asignar las diferentes dietas experimentales, fueron analizados
36 pescados y se detectd etoxiquina en 4 de ellos. Ademas, se puede apreciar que el grupo
A presenta concentraciones detectables en el dia 30 a pesar de haber recibido una dieta

supuestamente libre de etoxiquina.

La amplitud y dispersion de las concentraciones de cada grupo experimental fue

bastante elevada dando cuenta de la amplia variabilidad individual de los peces.
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2. Segunda etapa: retiro del alimento con etoxiquina

2.1 Declinacién en los peces con dieta libre de etoxiquina

El resumen de los datos de concentracion de etoxiquina en el filete de salmén del
Atlantico obtenidos en los dias de muestreo, durante la segunda etapa en el grupo

alimentado con dieta libre de etoxiquina, se presenta en la Cuadro N° 2.

Cuadro N° 2: Rangos de concentraciones minima y maxima de etoxiquina (ppb) por dia de
muestreo, segun dieta, durante la segunda etapa.

Dia de muestreo

7 14

M n | Rango [n| Rango |n| Rango |n| Rango [n| Rango | n | Rango
A 9 | ND-17 7 | ND-10 6 | ND-5 7 | ND-5 6 | ND-15 4 | ND
B 9| ND-24 6 | ND-13 6 | ND-5 7 | ND-80 6 | ND-7 5| ND-5
C 91]5-59 6 | ND-15 6 | ND 6 | ND-5 5| ND-43 4 | ND-14
D 9]116-358 | 6 | ND-35 6 | ND-8 8 | ND-26 6 | ND-26 5| ND-5
E 9115-382 | 6 |ND-118 | 6 | ND-27 6 | ND-30 6|5-10 4 | ND-8
F 9| 7-964 6 | 5-450 6|5-34 7| ND-113 | 6 | ND-33 5| ND-28

n: Nimero de observaciones.
ND: No detectada.

En esta etapa también se observé que la dispersién de los datos para cada uno de
los grupos experimentales fue bastante elevada, dando cuenta de la amplia variabilidad

individual de los peces.

También se puede apreciar que el grupo A presenta concentraciones detectables

hasta el dia 21 a pesar de haber recibido una dieta supuestamente libre de etoxiquina.

La mayor concentracion detectada fue de 964 ppb para el grupo F en el dia 0. En
cambio, el grupo C en el dia 7 y el grupo A en el dia 28 no presentaron concentraciones

detectables de etoxiquina en ninguno de los peces muestreados.

Debido a la gran variabilidad de los datos, las concentraciones de etoxiquina en el
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filete de salmén del Atlantico fueron graficadas sélo como dispersién de puntos y se

presentan en la Figuras N° 2 - 6.

Declinacion de la concentracion de etoxiquina en musculo
de Salmén del Atlantico. Grupo alimentado. Dieta B.
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Figura N° 2: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico
para el grupo B, en los peces alimentados con dieta libre de etoxiquina durante la segunda
etapa.

El grafico de la dieta B indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia 14 una observacién lo supera ampliamente
alcanzando 80 ppb y después todas las observaciones son inferiores. Ademas, en el dia 28

aun hay una observacién con concentracién detectable de 5 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas

al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.
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Declinacién de la concentracion de etoxiquina en musculo
de Salmon del Atlantico. Grupo alimentado. Dieta C.
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Figura N° 3: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico
para el grupo C, en los peces alimentados con dieta libre de etoxiquina durante la segunda
etapa.

El grafico de la dieta C indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia 0 una observacién lo supera ampliamente
alcanzando 59 ppb y en el dia 21 una observacion alcanza los 43 ppb. Ademas, en el dia 28

aun hay una observacién con concentracién detectable de 14 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas

al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.
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Declinacién de la concentracion de etoxiquina en musculo
de Salmon del Atlantico. Grupo alimentado. Dieta D.
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Figura N° 4: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico

para el grupo D, en los peces alimentados con dieta libre de etoxiquina durante la segunda
etapa.

El grafico de la dieta D indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia 0 una observacién lo supera ampliamente
alcanzando 358 ppb y después del dia 21 todas las observaciones son inferiores. Ademas,

en el dia 28 aun hay dos observaciones con concentracidn detectable de 5 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas

al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.
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Declinacién de la concentracion de etoxiquina en musculo
de Salmon del Atlantico. Grupo alimentado. Dieta E.
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Figura N° 5: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico
para el grupo E, en los peces alimentados con dieta libre de etoxiquina durante la segunda
etapa.

El grafico de la dieta E indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia 0 dos observaciones lo superan
ampliamente alcanzando 382 y 360 ppb y después del dia 21 todas las observaciones son
inferiores. Ademas, en el dia 28 aun hay dos observaciones con concentraciones detectables

de 8y 5 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas
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al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.

Declinacion de la concentracion de etoxiquina en masculo
de Salmoén del Atlantico. Grupo alimentado. Dieta F.
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Figura N° 6: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico
para el grupo F, en los peces alimentados con dieta libre de etoxiquina durante la segunda
etapa.

El grafico de la dieta F indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. Ademas, en el dia 28 aun hay dos observaciones

con concentraciones detectables de 28 y 14 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones superiores

al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo. Sin embargo, en el dia 0 dos observaciones
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superan ampliamente el LMR 500 ppb alcanzando 964 y 658 ppb y después todas las

observaciones son inferiores.

2.2 Declinacién en los peces sometidos a ayuno

El resumen de los datos de concentracion de etoxiquina en el filete de salmén del
Atlantico obtenidos en los dias de muestreo, durante la segunda etapa y en el grupo

sometido a ayuno, se presenta en el Cuadro N° 3.

Cuadro N° 3: Rangos de concentraciones minima y maxima de etoxiquina (ppb) por dia de
muestreo, segun dieta, durante la segunda etapa.

Dia de muestreo

4 14

Dieta Wi Rang_]o n Rango n Rango n Rango n Rango n Rango
A 9 | ND-17 6 | ND-10 6 | ND-6 7 | ND-5 5 | ND-11 5 | ND
B 9 | ND-24 6 | ND-11 6 | ND 6 | ND 5| ND-6 5| ND-5
C 9|5-59 6 | ND-16 6 | ND-5 8 | ND-5 6 | ND-17 5| ND-5
D 9 | 16 —358 6 | ND-29 6 | ND-34 7 | ND-5 5| ND-6 4 |ND-5
E 9 | 15-382 6 |7-224 6 | ND-9 7 | ND-7 6 | ND-7 4 | ND-13
F 9 | 7-964 6 |14-1260)| 7 | ND-77 6 | ND-32 5 | ND-26 4 |7-33

n: Nimero de observaciones.
ND: No detectada.

En esta etapa también se observé que la dispersién de los datos para cada uno de
los grupos experimentales fue bastante elevada, dando cuenta de la amplia variabilidad

individual de los peces.

También se puede apreciar que el grupo A presenta concentraciones detectables

hasta el dia 21 a pesar de haber recibido una dieta supuestamente libre de etoxiquina.

La mayor concentracion detectada fue de 1260 ppb para el grupo F en el dia 3. En

38



cambio, el grupo B en el dia 7 y 14, y el grupo A en el dia 28 no presentaron concentraciones

detectables de etoxiquina en ninguno de los peces muestreados.

Debido a la gran variabilidad de los datos, las concentraciones de etoxiquina en el
filete de salmén del Atlantico fueron graficadas sélo como dispersion de puntos y se

presentan en la Figuras N° 7 - 11.

Declinacion de la concentracion de etoxiquina en musculo de
Salmon del Atlantico, grupo en ayuno. Dieta B.
30
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Figura N° 7: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico
para el grupo B, en los peces sometidos a ayuno durante la segunda etapa.

El grafico de la dieta B indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia 0 una observacion lo supera ampliamente
alcanzando 24 ppb y después del dia 3 todas las observaciones son inferiores. Ademas, en

el dia 28 aun hay dos observaciones con concentracién detectable de 5 ppb.
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En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas

al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.

Declinacion de la concentracion de etoxiquina en musculo de
Salmon del Atlantico, grupo en ayuno. Dieta C.
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Figura N° 8: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico
para el grupo C, en los peces sometidos a ayuno durante la segunda etapa.

El grafico de la dieta C indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia 0 una observacién lo supera ampliamente
alcanzando 59 ppb, en el dia 3 una observacién alcanza los 16 ppb, en el dia 21 una
observacién alcanza los 17 ppb y después todas las observaciones son inferiores. Ademas,

en el dia 28 aun hay una observacién con concentracién detectable de 5 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas

al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.
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Declinacion de la concentracion de etoxiquina en musculo de
Salmén del Atlantico, grupo en ayuno. Dieta D.
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Figura N° 9: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del Atlantico
para el grupo D, en los peces sometidos a ayuno durante la segunda etapa.

El grafico de la dieta D indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia 0 una observacion lo supera ampliamente
alcanzando 358 ppb y después del dia 7 todas las observaciones son inferiores. Ademas, en

el dia 28 aun hay una observacion con concentracion detectable de 5 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas
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al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.

Declinacion de la concentracion de etoxiquina en musculo de
Salmoén del Atlantico, grupo en ayuno. Dieta E.
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Figura N° 10: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del
Atlantico para el grupo E, en los peces sometidos a ayuno durante la segunda etapa.

El grafico de la dieta E indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. En el dia O dos observaciones lo superan
ampliamente alcanzando 382 y 360 ppb. Ademas, en el dia 28 aun hay una observacién con

concentracién detectable de 13 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta no se detectaron concentraciones cercanas
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al LMR 500 ppb ni al LMR 1.000 ppb durante todo el periodo.

Declinacion de la concentracién de etoxiquina en musculo de
Salmén del Atlantico, grupo en ayuno. Dieta F.
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Figura N° 11: Dispersion de las concentraciones de etoxiquina en filetes de salmén del
Atlantico para el grupo F, en los peces sometidos a ayuno durante la segunda etapa.

El grafico de la dieta F indica que bastantes observaciones se ubican por encima del
LMR 10 ppb, principalmente en el dia 0. Ademas, en el dia 28 aun hay cuatro observaciones

con concentraciones detectables de 33, 25, 17 y 7 ppb.

En los peces alimentados con esta dieta, el dia 0 dos observaciones superan
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ampliamente el LMR 500 ppb alcanzando 964 y 658 ppb. En el dia 3 una observacién supera
incluso el LMR 1.000 ppb alcanzando una concentracién de 1260 ppb y después todas las

observaciones fueron inferiores al LMR 500 ppb.
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DISCUSION

El primer elemento que llamd la atencion del analisis de los datos recolectados fue la
gran dispersién de las observaciones. Esto indico una variabilidad individual muy elevada
que puede ser atribuible a las condiciones experimentales en terreno tales como: la
imposibilidad practica de administrar la etoxiquina en forma individual a los peces, la falta de
certeza respecto al consumo equitativo del alimento tratado con etoxiquina y el efecto de la

redistribucion en los estanques sobre el apetito de los peces.

En vista de la variabilidad de los datos solo fue posible describir los resultados
expresandolos como rangos debido a la falta de cumplimiento de los supuestos estadisticos

necesarios para efectuar analisis mas exhaustivos.

Al analizar el grupo de la dieta A, sorprende encontrar que este present6
concentraciones detectables de etoxiquina hasta el dia 21, tanto en el grupo que fue
sometido a ayuno como en el grupo que continué siendo alimentado con la dieta control
durante la segunda etapa, considerando que esta fue formulada libre de etoxiquina. La
explicacidn mas probable para este comportamiento es que la dieta formulada pudo haber
contenido concentraciones de etoxiquina inferiores al limite de deteccion de la técnica
empleada en el andlisis de los alimentos por el laboratorio Bioquality de Puerto Montt, el cual
fue de 1900 ppb. Dado que el alimento fue fabricado en una planta industrial que
habitualmente dosifica etoxiquina en las dietas que comercializa, es posible pensar que hubo
contaminacion residual por arrastre en la linea de proceso. Esto también ha sido reportado

por Bohne et al. (2008), quienes encontraron 11 ppm de etoxiquina en la dieta control,
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preparada con ingredientes libres de etoxiquina. Otra probable causa de este fendémeno
radica en la procedencia de los peces, ya que al ser originalmente parte de una poblacién
sujeta a los manejos habituales de la industria, recibian alimentos comerciales. Estos
alimentos usualmente incluyen etoxiquina como antioxidante en su formulacién. Por lo tanto,
si bien los peces antes de comenzar el estudio fueron alimentados con la dieta control, como
factor fundamental del periodo de aclimatacién, es posible que dicho tiempo haya sido
insuficiente para asegurar una deplecién completa en aquellos peces que acumularon mayor
cantidad de etoxiquina. Una situacion similar ha sido reportada por Bohne et al. (2008),
quienes encontraron concentraciones promedio de 14 + 8 ppb de etoxiquina y 2.326 + 718
ppb de dimero de etoxiquina en el primer dia de su experimento, antes de administrar las

diferentes dietas.

En consecuencia, acorde con los resultados de este estudio y los de Bohne et al.
(2008) y considerando un LMR 10 ppb es posible sugerir la conveniencia de analizar los

alimentos con una técnica de mejor sensibilidad.

Por otra parte, respecto de las concentraciones de etoxiquina en el filete de salmén
observadas durante la primera etapa —de administracion de dietas con diferentes
concentraciones de etoxiquina— no fue posible obtener informacién respecto al tiempo y
dosis necesarios para llegar a un estado de concentracion estable en los tejidos de los
salmones ya que sélo se control6 con un punto muestral. No obstante, existe el antecedente
del ensayo de Bohne et al. (2008), quienes administraron etoxiquina en la dieta de salmones
durante 12 semanas encontrando que el nivel de concentraciéon de etoxiquina en el musculo
de los peces no llegd a ser estable durante dicho periodo, excepto por el grupo experimental
que recibié la dosis mas alta (1800 ppm) en el alimento. Por consiguiente, en estudios

futuros seria interesante evaluar dicho periodo con el fin de corroborar dicho
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comportamiento.

Referente a la segunda etapa —de retiro del alimento con diferentes dosis de
etoxiquina— en las figuras N° 2 — 11 se observa la presencia de peces con concentraciones
detectables de etoxiquina durante los 28 dias estudiados, en todos los grupos
experimentales excepto el control. Esto no concuerda con lo expuesto recientemente por
Bohne et al. (2008) quienes informaron que en su experiencia la eliminaciéon de etoxiquina
desde el musculo del salmén se caracterizd por ser rapida. Esto se manifesté en que todos
los peces alimentados con dietas experimentales con concentraciones inferiores a 1.800
ppm de etoxiquina, alcanzaron un nivel basal de 10 ppb ya desde la primera semana de

ayuno.

Segun la literatura consultada, esta rapida deplecion de la etoxiquina en los tejidos de
los animales no se deberia a procesos de eliminacién sino a la biotransformacion en diversos
metabolitos que se depositan por largo tiempo. Al respecto, se ha sugerido que la etoxiquina
se biotransforma, especialmente, en un dimero de etoxiquina, el cual constituiria la forma

preferente de depdsito en el musculo de salmén (Bohne y Hamre, 2005; Bohne et al., 2007).

Ademas, Bohne et al. (2006) sefalaron que la etoxiquina produciria una inhibicién de
la sintesis de las mismas enzimas hepaticas que intervienen en la metabolizacion de la
propia etoxiquina. Esta inhibicién seria lo que produciria el depédsito y acumulacién de la
etoxiquina en el tejido muscular y se requeriria un periodo de 14 dias de depuracién para

revertir esta situacién (Bohne et al., 2006).

Bohne et al. (2008) también indicaron que la rapida disminucion que se observa en

las concentraciones de etoxiquina es concomitante con un significativo incremento en la
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concentracién del dimero de etoxiquina. Por lo tanto, considerando que ante una situacién de
ayuno dicho incremento sélo puede provenir del transporte del metabolito desde otros tejidos
o la bioconversion desde etoxiquina u otros metabolitos, esto implicaria que la tasa real de
eliminacion de la etoxiquina es igual a cero y la vida media es considerablemente mayor de

14 dias (Bohne et al., 2008).

Entonces, considerando los antecedentes de biotransformacién se puede sugerir que
la realizacion de estudios de deplecidn seria mas interesante dirigirlos a los metabolitos de
etoxiquina que ya han sido identificados y cuyas propiedades tdxicas aun no estan

claramente establecidas.

Finalmente, en cuanto al cumplimiento de los distintos LMR, especialmente el LMR
de 10 ppb, este estudio preliminar permite hacer algunas recomendaciones:

e Los alimentos elaborados para ser consumidos por los salmones deberian ser
analizados con una metodologia de mejor sensibilidad que 1900 ppb.

e Un estudio de deplecion acorde a normativas internacionales requiere una
poblacion mucho mayor que permita mas puntos de muestreo.

o Es aconsejable mantener a los peces en el mismo estanque durante todo el
periodo experimental.

e Se debe mantener las mismas condiciones de alimentacion (ritmo horario y
forma de entrega manual o automatizada) durante todo el periodo

experimental.

48



CONCLUSIONES

Luego de 28 dias de dejar de alimentar Salmones del Atlantico con dietas que
contenian dosis de 21 y 398 ppm de etoxiquina, aun es posible detectar en el filete
concentraciones de etoxiquina superiores al LMR 10 ppb exigido en Alemania, en

aquellos peces que continuaron siendo alimentados con una dieta libre de etoxiquina.

Luego de 28 dias de dejar de alimentar Salmones del Atlantico con dietas que
contenian dosis de 221 y 398 ppm de etoxiquina, aun es posible detectar en el filete
concentraciones de etoxiquina superiores al LMR 10 ppb exigido en Alemania, en

aquellos peces que fueron sometidos a ayuno.

Luego de 3 dias de dejar de alimentar Salmones del Atlantico con dietas que contenian
dosis de 398 ppm de etoxiquina, aun es posible detectar en el filete concentraciones de
etoxiquina superiores al LMR 1000 ppb exigido en Japén y el LMR 500 ppb exigido en

los Estados Unidos de Norteamérica, en aquellos peces que fueron sometidos a ayuno.

Después del dia en que se dejo de alimentar Salmones del Atlantico con dietas que
contenian dosis de 398 ppm de etoxiquina, ya no es posible detectar en el filete
concentraciones de etoxiquina superiores al LMR 500 ppb exigido en los Estados
Unidos de Norteamérica, en aquellos peces que continuaron siendo alimentados con

una dieta libre de etoxiquina.
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5. Para evitar la contaminacioén con etoxiquina en el filete de Salmones del Atlantico del
grupo control, es recomendable analizar los alimentos formulados como libres de

etoxiquina con una técnica de mejor sensibilidad que 1900 ppb.
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ANEXO A:
FOTOGRAFIAS DE LAS INSTALACIONES, PROCEDIMIENTOS DE TERRENO Y

DE LABORATORIO
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A.2: Incorporacién de los aditivos en polvo a la maquina mezcladora de alimentos.
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A.4: Ubicacién geografica del centro experimental (en Quillaipe). Fuente:

http://www turistel.cl/secciones/mapas/ruteros/chiloe.htm
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A.5: Instalaciones del centro experimental Quillaipe de Fundacién Chile.

A.6: Instalaciones del centro experimental Quillaipe de Fundacién Chile (otro angulo).
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ANUE B4

2 pIETA B
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A.7: Estanques interiores provistos de alimentadores automaticos.

10/01/2007

A.8: Ejemplares de salmén del Atlantico bajo sedacion en un dia de muestreo.

67



A.10: Autosampler utilizado durante el analisis de laboratorio.
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A.11: Bomba HPLC utilizada durante el analisis de laboratorio.

A.12: Detector de fluorescencia utilizado durante el analisis de laboratorio.
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Waters
Inline Degasser AF

o K P

A.14: Set de muestras durante el proceso de extraccidon del analito.
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ANEXO B:

CUADROS COMPLEMENTARIOS

71



B.1: Composicion porcentual de los alimentos experimentales, por dieta y segun

ingredientes.

Ingredientes (%) , Dieta
A B C D E F

Harina de jurel (sin etoxiquina) 40 38,75 37,5 30 20 0
Harina de jurel (1813 ppm de 0 1,25 2,5 10 20 40
etoxiquina)
Gluten de maiz 10 10 10 10 10 10
Concentrado de soya 12,33 12,33 12,33 12,33 12,33 12,33
Trigo molido 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5 9,5
Premezcla de vitaminas y minerales 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Premezcla de vitamina C al 20 % 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Premezcla de vitamina E al 20 % 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
Astaxantina AquAsta® al 1% 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Fosfato 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Agua 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Aceite de pescado 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2 2,2
oilMIX® 2477 247 247 24,7 24,7 247

TOTAL 100 100 100 100 100 100

B.2: Analisis quimico proximal de las harinas de pescado segun contenido de

etoxiquina.

Harina con etoxiquina Harina sin etoxiquina
Materia Prima jurel 100% jurel 100%
etoxiquina adicionada (ppm) 2500 0
Proteina (%) 69,4 68,4
Humedad (%) 7,8 8,2
Grasa (%) 8,5 8,6
Cenizas (%) 14,1 14,8
Sal (%) 2.1 2,5
AGL (%) 3,2 3,1
NVT (mg/100g) 80,1 103,6
Histamina (ppm) 229 181
Densidad (g/ml) 0,46 0,48

AGL: Acidos Grasos Libres
NVT: Nitrégeno Volatil Total
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B.3: Contenido de proteina cruda, humedad, cenizas y etoxiquina segun dieta
experimental.

etoxiquina

Parametro Prot. Cruda (%) Humedad (%) Cenizas (%)

(ppm)

A Media 43,77 6,01 7,63 3,96
Desv. Estandar 0,35 0,35 0,71 0,53
Coef. Variaciéon 0,80 577 9,26 13,31
B Media 44,01 5,28 7,84 14,20
Desv. Estandar 0,41 0,22 0,23 0,45
Coef. Variacion 0,93 416 2,99 3,15
C Media 44 31 517 7,85 26,00
Desv. Estandar 0,19 0,10 0,18 0,71
Coef. Variacion 0,43 1,85 2,24 2,72
D Media 44 54 4,48 7,91 112,60
Desv. Estandar 0,30 0,14 0,14 7,67
Coef. Variaciéon 0,68 3,23 1,80 6,81
E Media 4520 4,60 7,90 222,40
Desv. Estandar 0,91 0,16 0,09 6,91
Coef. Variaciéon 2,02 3,40 1,14 3,11
F Media 44 33 4,67 7,72 410,40
Desv. Estandar 0,27 0,20 0,13 7,37
Coef. Variacion 0,61 4,22 1,62 1,80

B.4: Concentraciones de etoxiquina (ppb) detectadas en filete de salmén del Atlantico

durante la primera etapa de administracién de etoxiquina en diferentes dosis en el alimento,

por dia de muestreo y segun dieta recibida. Observaciones individuales.

Tiempo de
muestreo (dias)
ND 6 100 14 16 250
30 ND 22 939 251 21
5 21 185 94 150 37
30 26 28 13 7 517 3559
7 8 51 71 166 134
ND ND 190 431 108 2065
14 57 ND 76 35 ND
ND ND 221 120 80 1836

ND: No Detectada
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B.5: Concentraciones de etoxiquina (ppb) detectadas en filete de salmoén del Atlantico durante
la segunda etapa de retiro de las diferentes dosis de etoxiquina en el alimento, por dia de muestreo y
segun dieta recibida en la primera etapa. Grupo alimentado con dieta libre de etoxiquina durante la

segunda etapa. Observaciones individuales.

Tiempo de Dietas

muestreo (dias)

14 59 33 150 964

8 33 358 360 25

8 7 12 27 29 69

0 6 16 13 29 102 658
10 23 5 16 15 29

9 20 35 21 142 466

5 12 11 28 51 38

ND ND 16 17 382 111

7 13 8 6 118 15

9 ND 12 32 15 10

3 7 7 5 6 45 330
10 9 ND 35 87 450

5 5 15 6 11 9

9 5 7 ND ND 5

ND ND ND 5 5 5

5 5 ND ND 5 34

7 ND ND ND ND 27 34
ND ND ND ND 12 5

ND ND ND ND ND 15

ND ND ND 8 ND 25

5 ND 5 ND 30 6

ND ND 5 26 ND 24

ND ND ND ND ND 10

14 ND ND ND ND 5 ND
5 80 ND ND ND ND

ND ND ND ND ND 113

ND ND ND 40

ND

6 ND 26 5 17

15 ND 24 11 5 ND

21 ND ND 43 ND 10 8
5 ND ND 10 8 33

7 7 5 7 9 6

7 6 7 6 8 10

ND ND ND 5 8 14

ND 5 ND ND ND 28

28 ND ND ND 5 ND ND
ND ND 14 ND 5 ND

ND ND ND

ND: No Detectada
74



B.6: Concentraciones de etoxiquina (ppb) detectadas en filete de salmoén del Atlantico durante la

segunda etapa de retiro de las diferentes dosis de etoxiquina en el alimento, por dia de muestreo y segun dieta

recibida en la primera etapa. Grupo sometido a ayuno durante la segunda etapa. Observaciones individuales.

Tiempo de
muestreo (dias)
14 59 33 150 964
8 33 358 360 25
7 12 27 29 69
0 6 16 13 29 102 658
10 23 5 16 15 29
9 20 35 21 142 466
5 12 11 28 51 38
ND ND 16 17 382 111
10 11 16 7 224 27
5 10 6 ND 10 19
3 6 ND ND 17 7 1260
6 6 5 7 18 14
ND ND ND 29 59 89
ND 5 ND 6 38 17
5 ND ND 34 5 ND
6 ND ND ND 7 ND
ND ND ND ND 9 ND
7 ND ND ND 5 ND 77
ND ND ND 7 ND 13
5 ND 5 5 ND 11
ND
ND ND ND 5 5 ND
ND ND ND ND 5 ND
ND ND ND ND ND ND
14 ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND 5 19
5 ND ND ND 7 32
ND 5 ND 5
5
ND 6 5 ND 6 7
ND ND ND 6 ND 26
21 5 5 ND ND 7 7
6 ND ND ND 6 7
11 ND 17 ND 7 ND
ND 5
ND 5 ND 5 13 17
ND ND ND ND ND 25
28 ND ND ND ND ND 7
ND ND 5 ND ND 33
ND 5 ND

ND: No Detectada
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