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Resumen

En el marco de un proyecto de colaboracion entre el INIDEP vy la provincia de Chubut financiado
por el Consejo Federal Pesquero se realizd, entre otras actividades, el andlisis de toxinas por
cromatografia liquida con detencion de espectrometria de masas (HPLC-MS) de un set de
muestras. El objetivo fue comparar los resultados de toxicidad obtenidos por bioensayo en ratones
(BR) con los que se obtienen por el método analitico autorizado por la Union Europea. Para ello, se
analizaron en el INIDEP muestras de fitoplancton y de bivalvos (almejas, mejillones y vieiras)
provenientes del sistema de monitoreo de la provincia de Chubut tendientes a detectar toxinas
emergentes. Los resultados fueron concordantes en todas las muestras, donde no se encontraron
toxinas lipofilicas por ninguno de los dos métodos, salvo en la correspondiente a vieiras de playa
Larralde, donde el analisis fue positivo por BR pero negativo por HPLC-MS
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Resumen

En el marco de un proyecto de colaboracion entre el INIDEP y la provincia de Chubut financiado por
el Consejo Federal Pesquero se realizO, entre otras actividades, el analisis de toxinas por
cromatografia liquida con detencion de espectrometria de masas (HPLC-MS) de un set de muestras.
El objetivo fue comparar los resultados de toxicidad obtenidos por bioensayo en ratones (BR) con los
que se obtienen por el método analitico autorizado por la Unién Europea. Para ello, se analizaron en
el INIDEP muestras de fitoplancton y de bivalvos (almejas, mejillones y vieiras) provenientes del
sistema de monitoreo de la provincia de Chubut tendientes a detectar toxinas emergentes. Los
resultados fueron concordantes en todas las muestras, donde no se encontraron toxinas lipofilicas por
ninguno de los dos métodos, salvo en la correspondiente a vieiras de playa Larralde, donde el andlisis
fue positivo por BR pero negativo por HPLC-MS.
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Introduccion

Las floraciones de algas nocivas son un problema cada vez mas frecuente a nivel mundial que
ocasiona severos dafios sobre la salud publica, pérdidas econdmicas en acuicultura, perjuicios al
turismo y episodios de mortalidad de poblaciones naturales de peces, aves y mamiferos marinos. Las
ficotoxinas son clasificadas de acuerdo con sus efectos sobre la salud humana (Toxinas Paralizantes
de Moluscos —TPM-, Toxinas Amnésicas de Moluscos —TAM-, Toxinas Diarreicas de Moluscos —
TDM-, etc). Dentro de las TDM, el acido okadaico (OA) y las dinophysis-toxinas (DTXs) ademas de
producir sindrome diarreico, son promotoras tumorales (Fujiki et al. 1988). Estudios recientes sobre
la epidemiologia de diferentes grupos de toxinas han conducido a una clasificacion diferente, basada
en su solubilidad y no en sus efectos toxicol6gicos, asi las Toxinas Diarreicas de Moluscos (TDM)
ahora pertenecen al grupo de toxinas lipofilicas (TLM), junto a las yessotoxinas, pectenotoxinas,
azaspiracidos y gymnodiminas (Yasumoto 2000). Estas toxinas se acumulan en los tejidos adiposos
de los moluscos bivalvos, tales como mejillones, vieiras, ostras y almejas convirtiéndolos en los
principales vectores de intoxicacion.

Los productores de TDM son generalmente dinoflagelados del género Dinophysis, aunque también se
determind que el género Prorocentrum es capaz de producir este tipo de toxinas. Las especies de
dinoflagelados marinos del género Dinophysis estan ampliamente distribuidas en las regiones
templadas y tropicales de todo el mundo, tanto en ambientes costeros como oceanicos. En la regién
costera de la provincia de Chubut se detectaron desde 1980 diversas especies nocivas productoras de
TLM: los dinoflagelados Dinophysis acuminata, D. fortii, D. acuta, D. caudata, D. tripos,
Phalacroma rotundata, Prorocentrum lima y Protoceratium reticulatum (Santinelli et al. 2002;
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Sastre et al. 2018). Villalobos y colaboradores (2015) observaron entre 2009 y 2011 que las dos
especies mas frecuentes y abundantes de Dinophysis son D. tripos y D. acuminata, asociandolas por
primera vez a la presencia de TDM detectadas por BR y a vedas en la recoleccion de moluscos en los
golfos de Chubut.

El litoral maritimo de la Provincia de Chubut presenta condiciones geogréficas y ecoldgicas
favorables para el asentamiento de poblaciones de especies de gran interés pesquero. La extraccion
de moluscos bivalvos presenta un importante ingreso econémico para las comunidades, ya sea a nivel
regional o provincial, la cual se extiende desde productos artesanales para el consumo local, como asi
también a nivel masivo para el pais (Alvarez et al. 2012). Por esta razon, la Provincia de Chubut
mantiene operativo desde el afio 1985 el Plan de Prevencion y Control de Mareas Rojas (Figura 1)
(Santinelli et al. 2002; Sastre et al. 2013, 2018; Ciocco 1995) que consta de un programa de
identificacion y cuantificacion de especies nocivas de microalgas en la zona costera de esta provincia
y en el cual ademas se analiza la dindmica espacio-temporal de las Floraciones Algales Nocivas
(FAN) y la ocurrencia de toxinas paralizantes, amnésicas y lipofilicas. Dicho programa presenta dos
objetivos: 1- Evitar la intoxicacion humana provocada por el consumo directo de moluscos bivalvos
y gasteropodos marinos conteniendo toxinas producidas por FAN (Marea Roja), en la Provincia de
Chubut y 2- Optimizar la explotacion comercial de las especies de moluscos presentes en la costa de
la Provincia, fijando las restricciones necesarias para alcanzar el objetivo 1 (Sastre et al. 2019). Para
el estudio de toxinas lipofilicas, siguiendo la legislacion argentina, se realiza el bioensayo con raton
(BR) como método oficial de analisis. Las principales desventajas de este ensayo son, la falta de
especificidad (no hay diferenciacion entre los distintos componentes de las toxinas DSP), la
subjetividad del tiempo de muerte de los animales y ademas, el ensayo puede resultar en falsos
positivos por interferencias de ciertos lipidos (Suzuki et al. 1996). Por ultimo, cabe mencionar que
los resultados de los extractos realizados sobre el cuerpo entero y los de hepatopancreas de los
bivalvos no son uniformes y pueden resultar incorrectos para azaspiracidos (James et al. 2000). La
legislacién vigente en la Union Europea establece el uso de métodos analiticos alternativos al ensayo
bioldgico (BR) para el analisis de estas toxinas (EC-D 2002). La concentracion maxima de toxinas
diarreicas permitidas para el consumo, establece un nivel no mayor de 160 pg de acido okadaico
(OA) equivalente por kg de carne comestible, incluyendo como OA equivalente a las
dinophysistoxinas (DTXs) y a las pectenotoxinas (PTXs) (EC-D, 2002). Para poder determinar la
concentracion de estas toxinas en los moluscos, se han desarrollado métodos basados en
cromatografia liquida con deteccion por espectroscopia de masas (HPLC-MS) una técnica que
presenta una alta selectividad, sensibilidad, exactitud y precision en la identificacion y cuantificacion
de una mezcla compleja de toxinas (MacKenzie et al. 2002). La combinacién de HPLC con
espectrometria de masas en tindem (HPLC-MS") ha permitido estudiar un amplio rango de toxinas y
descubrir nuevos andlogos en muestras de diferente complejidad.

En el marco de un proyecto de colaboracion financiado por el Consejo Federal Pesquero, cuyo titulo
es: Formacion de Recursos Humanos en Programas de Monitoreo de Zonas para la Produccion de
Moluscos Bivalvos, nuevas apariciones de toxinas se realizo, entre otras actividades, el estudio que
aqui se presenta. Con el objetivo de comparar los resultados de toxicidad obtenidos por bioensayo en
ratones con los que se obtienen por los métodos analiticos autorizados por la Unidn Europea, se
analizaron toxinas lipofilicas en el INIDEP en muestras de fitoplancton y de bivalvos (almejas,
mejillones y vieiras) provenientes del sistema de monitoreo de la provincia de Chubut.
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Figura 1: Esquema del funcionamiento del Plan Provincial de Prevencidn y Control de Marea Roja de
la Provincia de Chubut (tomado de Sastre 2019).

Materiales y métodos

Las muestras de fitoplancton y extracto de bivalvos fueron provistas por la Dra. Norma Santinelli,
docente Investigadora de la Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, correspondientes
al plan de monitoreo. Dichas muestras provenian de playa Larralde, playa Bengoa y playa Riacho
(Figura 2). Se recibieron 7 extractos de bioensayo de mejillon, almeja y vieira y 8 muestras de
fitoplancton (Tabla 1 y 2). Todas las muestras fueron enviadas refrigeradas al INIDEP y conservadas
en frizer hasta el momento de su analisis.

Figura 2. Mapa referenciando los puntos donde se realizaron los muestreos. Playa Bengoa:
42°15°26°°S 64°05°44°°0; Playa Riacho: 42°25°35" 64°36'5°0 y Playa Larralde: 42°24°47°°S
64°18°54"°0.
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Tabla 1. Muestras de fitoplancton colectadas, lugar y fecha del muestreo y especies de interés
detectadas en las mismas. D. acuminata, D. forti y D. tripos hace referencia a los dinoflagelados
Dinophysis acuminata, Dinophysis fortii y Dinophysis tripos respectivamente.

Fecha Lugar de Volumen Especie identificada Observaciones
Id muestreo filtrado
1 28/09/2020 Playa Larralde 100 D. acuminata-D.fortii Filtro inadecuado
2 28/09/2020 Playa Bengoa 100 D. acuminata Filtro inadecuado
3 28/09/2020 Playa Riacho 100 D. acuminata Filtro inadecuado
4 18/12/2020 Playa Larralde 130 D. acuminata
5 18/12/2020 Playa Bengoa 130 D. acuminata- D. tripos.
6 20/01/2021 Playa Larralde 150 D. acuminata
7 20/01/2021 Playa Riacho 130 D. acuminata
8 12/03/2021 Playa Larralde 280 D. acuminata

Tabla 2. Muestras de bivalvos colectadas, lugar y fecha de toma de muestras, resultado del bioensayo
(BR).

Id de Fecha Lugar de Especie Observaciones

muestra muestreo

1 28/09/2020 Playa Riacho Mejillén . BR Negativo

2 28/09/2020 Playa Riacho Almeja BR Negativo

3 28/09/2020  Playa Bengoa Almeja BR Negativo/ No lleg6 al INIDEP
4 18/12/2020 Playa Bengoa Vieira BR Negativo

5 18/12/2020  Playa Larralde ~ Almeja BR Negativo

6 20/01/2021 Playa Larralde  Vieira BR Negativo

7 20/01/2021 Playa Larralde Vieira BR Positivo

8 12/03/2021 Playa Larralde Almeja BR Negativo

Para el andlisis de TDM en bivalvos (Tabla 2), se utilizaron los extractos realizados en el Laboratorio
regional de Trelew para el andlisis de bioensayo en raton, segin la metodologia oficial. Con el
objetivo de eliminar las impurezas presentes, el extracto fue filtrado con filtro de jeringa GF/F y
posteriormente una alicuota del mismo fue ultrafiltrada (10KDa Ultrafree-MC). En los moluscos, las
dinophysis-toxinas 1y 2 y el acido okadaico se encuentran generalmente en forma esterificada; por
tal razon se realizd un hidrolizado en medio &cido de las muestras y un andlisis adicional de las
mismas, segun la técnica descripta por Mountfort et al. (2001).

En el caso del fitoplancton la extraccién se realizé con 4 ml de metanol, se sonicd con un equipo de
ultrasonido durante 1 minuto, se repitio este procedimiento y por ultimo se filtré con filtro de jeringa
GF/F, tamafio de poro de 0,75 pum. Tres de las muestras de fitoplancton no pudieron analizarse pues

Toxinas lipofilicas en las costas de Chubut



I’%‘UTO NACIONAL DE INVESTIGACION Y DESARROLLO PESQUERO

fueron colectadas con un filtro inadecuado y por lo tanto llegaron al INIDEP sin material para el
analisis.

Para la separacion cromatografica y cuantificacion de las toxinas se realizé una modificacion del
método de deteccion acido descripto por el European Union Reference Laboratory for Marine
Biotoxins (EURLMB, 2011). Dicha modificacion consistio en el ajuste de los tiempos de gradiente
de los eluyentes para facilitar la separacion de las toxinas. El sistema cromatografico se calibro
utilizando estdndares de PTX2, OA, y DTX1/2 adquiridos en IMB-NRC (Institute for Marine
Biosciences, National Research Council, Canada).

La deteccion y cuantificacion de las toxinas fue realizada utilizando un espectrometro de masas
“BrukerEsquire 6000 Ion Trap". Este equipo fue operado en modo negativo (-) para la deteccion de
Acido Okadaico (OA); Dinophysis toxinas (DTXs) y Yessotoxinas (YTXs) y en modo positivo (+)
para la busqueda de Pectenotoxinas (PTXs), Iminas Ciclicas y Azaspirdcios (AZAs). Los datos
fueron adquiridos en el modo “full scan” (m/z 100-900) en ambos modos de ionizacion (+; —), y por
cromatografia de iones extraidos (EIC). Si bien se hizo un escaneo en busqueda de todas las posibles
toxinas lipofilicas, dada la presencia de dinoflagelados del género Dinophysis en las muestras, se hizo
especial énfasis en la busqueda de las toxinas que éstos producen. Para la deteccion de OA y DTXs
se buscé el ion cuasimolecular [M-H] m/z 804. Para el estudio de la presencia de PTX2 se buscaron
los aductos [M+Na]* m/z 8815 y [M+NH4]" m/z 877 ya que ambos por su mayor estabilidad se
generan en mayor abundancia que la molécula protonada. Para confirmar la presencia de toxinas en
los casos sospechosos, se realizaron estudios con deteccion en el modo MS/MS, comparando los
espectros de los estandares respectivos con las sefiales sospechadas de los extractos anteriormente
descriptos de las muestras de bivalvos y de fitoplancton, bajo las mismas condiciones de operacion.
La presencia de derivados del OA y de la PTX2 (DTXs, pectenotoxina seco-acido, etc.) fue también
investigada a partir de los iones principales y sus fragmentos hijos detectados en condiciones
similares, aun cuando no se contd con estandares certificados de todos ellos (McNabb et al. 2005;
Suzuki et al. 2001).

Resultados

En el laboratorio de la Direccion de Salud Ambiental de Trelew, Chubut, se analizaron 8 muestras de
moluscos por bioensayo, de las cuales solo la muestra de vieira de Playa Larralde arrojé resultado
positivo para TDM (Tabla 2). El estudio de las muestras de fitoplancton mostr6 la presencia de:
Dinophysis acuminata en todas las muestras, Dinophysis fortii en la muestra 1 y Dinophysis tripos en
la muestra 5 (Tabla 1).

Las muestras de fitoplancton estudiadas en el INIDEP (Tabla 1) fueron analizadas por cromatografia
liquida-Espectrometria de masas tanto en modo positivo como negativo, arrojando todas resultados
negativos para la presencia de toxinas lipofilicas (Figuras 3 y 4). Los resultados fueron comparados
con los andlisis de los estandares correspondientes, corroborandose que los tiempos de retencion de
las sefiales sospechosas que aparecian en las muestras analizadas no se correspondian con los de las
toxinas certificadas por IMB, Canada.
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Figura 3. Cromatogramas de iones extraidos (EIC, modo positivo, m/z 877) de las muestras
correspondientes a los filtros de fitoplancton (A: Playa Bengoa; B: Playa Larralde 4; C: Playa
Larralde 6; D: Playa Larralde 8; E: Playa Riacho). F: EIC en modo positivo de STD de PTX 2, TR:
14.5 min.
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Figura 4. Cromatogramas de iones extraidos (EIC, modo negativo, m/z 804) de las muestras
correspondientes a los filtros de fitoplancton. (A: Playa Bengoa; B: Playa Larralde 4; C: Playa
Larralde 6; D: Playa Larralde 8; E: Playa Riacho). F: EIC modo negativo de STD de AO, RT: 14.4
min.
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Al igual que para las muestras de fitoplancton, se realiz6 un screening HPLC-MS de las muestras de
moluscos enviadas (Tabla 2). En el caso de las almejas, se analizaron las 3 muestras enviadas tanto
en modo positivo como en modo negativo. Ademas, se realizo el analisis en modo negativo de los
extractos hidrolizados para la busqueda de los ésteres de OA y DTXs. Los espectros obtenidos fueron
comparados con el material de referencia certificado por el IMB, Canadé. Todas las muestras de
bivalvos arrojaron resultados negativos para la presencia de toxinas lipofilicas (Figuras 5y 6).
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Figura 5. EIC modo positivo correspondientes a los extractos de almejas (A: almeja Playa Riacho 2;
B: almeja Playa Larralde 5, C: Almeja Playa Larralde 8). D: EIC modo positivo del estandar de
PTX2. Tiempo de retencion: 14.4 min.
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Figura 6: EIC modo negativo correspondiente a los extractos de almejas (A: Almeja Playa Riacho 2;
B: Almeja Playa Riacho 2 hidrolizada; C: Almeja Playa Larralde 5; D: Almeja Playa Larralde 5
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hidrolizada; E: Almeja Playa Larralde 8; F: Almeja Playa Larralde 8 hidrolizada). G: EIC modo
negativo del estandar de acido okadaico.

Los extractos de mejillones y vieiras, y sus extractos hidrolizados, fueron analizados para detectar
toxinas lipofilicas, arrojando resultados negativos para la presencia de éstas. Del mismo modo que en
el caso de las almejas, se compararon los cromatogramas de las muestras con la de los estandares
correspondientes. (Figuras 7, 8, 9y 10)
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Figura 7. A: EIC modo positivo correspondiente al extracto de mejillones de Playa Riacho (verde). B:
EIC en modo positivo del estandar de PTX2, TR: 14.4 min.
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Figura 8. EIC modo negativo correspondiente al extracto de mejillones de Playa Riacho (A) y a su
respectiva muestra hidrolizada (B). C: EIC modo negativo del Estandar de AQO.
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Figura 9. EIC modo positivo correspondientes a los extractos de vieiras (A: Vieira Playa Bengoa 4,
B: Vieira Playa Larralde 6, C: Vieira Playa Larralde 7). D: EIC modo positivo del estdndar de PTX 2,
Tiempo de retencion: 14.4 min.
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Figura 10. EIC modo negativo correspondientes a los extractos de vieiras y sus respectivas muestras
hidrolizadas (A: Vieira Playa Bengoa 4; B: Vieira Playa Bengoa 4 hidrolizada; C: Vieira Larralde 6;
D: Vieira Larralde 6 hidrolizada, E: Vieira Larralde 7 F: Vieira Larralde 7 hidrolizada). G: EIC en
modo negativo del estandar de AO.
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En las muestras cuyos EIC presentaron sefiales dudosas, (muestra de vieiras de playa Larralde y de
mejillon de playa Riacho), se realiz6 un estudio de masas en tandem aislando cada ion sospechado de
ser generado por una toxina del grupo estudiado y fracciondndolo para generar sus iones hijos. Este
tipo de estudios da informacion estructural sobre el compuesto en cuestion y permite su
identificacion inequivoca si se compara el resultado obtenido aplicando la misma técnica a un
estandar certificado. En este caso, la fragmentacion producida por los iones padre no fue analoga a la
fragmentacion que presentaron los estandares de toxinas certificados. De este modo se puede concluir
gue ninguna de las muestras analizadas poseia toxinas lipofilicas. (Figuras 11, 12, 13y 14).
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Figura 11. A: Espectro de masas MS del estandar de PTX2 [PTX2+NH4]* (m/Z)= 877. B: Espectro
de masas MS/MS, el rombo azul indica la masa del ion molecular aislado y fragmentado, a la
izquierda se observan las sefiales producto de la fragmentacion de PTX2 con relaciones m/z que
indican peérdidas sucesivas de agua.
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Figura 12. A: Espectro de masas MS del estandar de &cido okadaico (AO) [M-H] (m/Z)= 803.5. B:
Espectro de masas MS/MS, el rombo azul indica la masa del ion molecular aislado y fragmentado y
las sefales tipicas de la fragmentacion del acido okadaico para este sistema: m/Z= 785, 563, 255.
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Figura 13. A: EIC modo positivo correspondientes a la muestra 6 de vieira de playa Larralde. B:
Espectro de masas MS donde se aisla el ion (m/Z)= 877 en la muestra 6 de vieira de playa Larralde.
B: Espectro de masas MS/MS, el rombo azul indica la masa del ion molecular aislado y fragmentado,
a la izquierda se observan las sefiales producto de la fragmentacion dicho ion, donde se observa que
no coinciden con los fragmentos del estdndar de PTX (figura 11).
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Figura 14: A: EIC modo positivo correspondientes a la muestra de mejillon de playa Riacho. B:
Espectro de masas MS donde se aisla el ion (m/Z)= 804 en la muestra de mejillén de Playa Riacho.
B: Espectro de masas MS/MS, el rombo azul indica la masa del ion molecular aislado y fragmentado,
a la izquierda se observan las sefiales producto de la fragmentacion de dicho ion, donde se observa
que no coinciden con los fragmentos del estandar de AO (figura 12).

Discusion

Las muestras enviadas para este estudio coincidian con la presencia de Dinophysis en el plancton, sin
embargo, ninguna tenia toxinas tipicas de este genero de dinoflagelados. En un estudio previo,
Villalobos y colaboradores (2015) demostraron que Dinophysis tripos y Dinophysis acuminata,
fueron las especies mas frecuentes y abundantes encontradas en los golfos de la Patagonia Norte. Los
resultados positivos del bioensayo en ratén para TDM coincidieron con abundancias relativas
moderadas a altas de D. tripos, cuyo perfil de toxinas estaba compuesto por derivados de PTXs
(Villalobos et al. 2015). Otros estudios, asociaron la deteccion de AO, DTXs, PTX-2 y PTX-2sa en
aguas argentinas a la presencia de los dinoflagelados D. trypos; D. acuminata y D. fortii (Fabro et al.
2016, Krock et al. 2018, Montoya et al. 2020). En este estudio, la mayoria de las muestras sélo
contenian D. acuminata y no fue detectado ni AO, ni sus derivados, DTXs, toxinas asociadas a
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sintomas diarreicos por consumo de mariscos. Tampoco se detecté PTX ni sus derivados, toxinas
lipofilicas no asociadas a intoxicaciones diarreicas, pero frecuentes en D. tripos, en aguas argentinas
(Villalobos et al. 2015, Fabro et al. 2016, Krock et al. 2018, Montoya et al. 2011, Negri et al. 2019,
Montoya et al. 2020) especie que, en el presente estudio, solo fue detectada en una de las muestras de
fitoplancton. Como en otras poblaciones de dinoflagelados, el crecimiento y la produccion de toxinas
en Dinophysis estan fuertemente influenciados por factores ambientales, que determinan las
variaciones en frecuencia e intensidad de sus florecimientos y contenido toxico. Se ha reportado que
el contenido de toxinas en D. acuta y D. acuminata varia espacial y temporalmente en muestras
naturales (MacKenzie et al. 2005; Lindahl et al. 2007). Por ejemplo, en Espafia se observo que los
moluscos bivalvos acumulan este tipo de toxinas en cantidades suficientes como para afectar al ser
humano con tan solo 200 células I* de Dinophysis (FAO, 2005). Por otro lado, en el Mar de Wadden
(FAO, 2005) solo se asociaron con intoxicaciones las floraciones de mas de 20.000 células I-*de
Dinophysis. Fabro y colaboradores (2016) detectaron TDM asociadas a D. acuminata en tres
expediciones oceanograficas realizadas durante el otofio, la primavera y el final del verano por el Mar
Argentino, pero con una gran variabilidad en la concentracion de toxina por célula entre las distintas
estaciones, siendo algunas muestras no toxicas. Esto muestra la alta diversidad en las concentraciones
celulares necesarias para que los moluscos bivalvos alcancen un nivel de toxinas no apto para el
consumo humano.

Si bien la mayoria de los analisis por HPLC-MS coincidieron con los de BR, realizados en el
laboratorio regional de Chubut, la muestra 7 de viera de Playa Larralde dio resultados opuestos. Esta
discrepancia podria explicarse por un falso positivo debido a la presencia de otros compuestos que
resultaron toxicos, por ejemplo, metales pesados o acidos grasos presentes en las muestras (Suzuki et
al. 2005). Si bien el BR permite detectar toxinas diarreicas, cabe sefialar que las toxinas iminas
ciclicas, como GYM y SPX, pueden causar la muerte de los animales en el bioensayo, incluso en
concentraciones muy bajas (Gerssen et al. 2009). En el presente estudio, estas toxinas también fueron
analizadas por HPLC-MS, arrojando resultados negativos.

Un conflicto entre dos Directivas de la UE, la 91/492 para el control de biotoxinas marinas que
implementan los bioensayos en animales (European comission 1991) y la 86/609 sobre la proteccién
de animales de laboratorio (European comission 1986), ha llevado a la Unién Europea a evitar la
utilizacion de animales con fines analiticos, rechazando el BR y recomendando la utilizacion de
técnicas HPLC-MS (FAO/WHO 2006, Dominguez et al. 2010, FAO/WHO 2016), sin embargo esta
metodologia no ha sido legislada ni es de uso corriente en los programas de monitoreo nacional.

Ademas de discontinuar el uso del BR para detectar toxinas lipofilicas, la EFSA (2009) recomienda
la aplicacion de limites reglamentarios sustancialmente méas bajos para el contenido de toxinas en los
productos del mar destinados al consumo humano, con la excepcidon de la yesotoxina. Cabe destacar
que los resultados de estudios sobre el efecto no toxico de las PTX y las YTX en ratones mediante
administracion oral, han llevado a un grupo de expertos a recomendar la desregulacion de estos dos
grupos de toxinas (FAO/WHO 2006). Como contracara de esto, los ensayos mas sensibles se pueden
traducir en un mayor namero de cierres o cierres innecesarios de los sitios de recoleccion durante
mas tiempo. Una dificultad adicional es que se requieren recursos tanto econémicos como humanos
para la implementacion de métodos analiticos alternativos y cambios sustanciales en la legislacion,
para cubrir todas las toxinas actuales y emergentes, no sélo para produccion regional, sino para la
importacion y exportacion de productos del mar. Por lo que es fundamental realizar estudios en
colaboracidn, para poder avanzar en un mayor entendimiento de la dinamica de los florecimientos
algales con lo cual se podran realizar vedas mas eficientes, asegurando un equilibrio que proteja tanto
la salud publica como el desarrollo de la industria pesquera.
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