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Resumen

La extraccion, produccion y procesamiento de mo-
luscos bivalvos presenta un inconveniente para la ca-
lidad e inocuidad agroalimentaria, dado que pueden
estar contaminados con toxinas marinas. El consumo
de mariscos contaminados con dichas sustancias pro-
voca intoxicaciones graves y constituye un problema
para la salud de la poblacion. Por eso, es necesario
contar con un método rdpido, sensible y especifico
para determinar su presencia. El bioensayo en ratén,
establecido como método oficial por la asociacion de
comunidades analiticas —Association of Analytical
Communities (AOAC 2012)—, es el utilizado; sin em-
bargo la polémica en torno al uso de mamiferos en
ensayos, sumada a los problemas y limitaciones inhe-
rentes a su realizacion, han impulsado el desarrollo de
otros métodos.

El objetivo de este proyecto es desarrollar un bioen-
sayo para la deteccion de biotoxinas marinas en mo-
luscos bivalvos empleando el modelo del pez cebra. El
embrion del pez cebra (Danio rerio) es ampliamente
utilizado como modelo vertebrado de estudio para
ensayos toxicoldgicos. Este sistema se aplica cada vez
mads para el estudio de toxinas marinas. Las ventajas
del modelo son la simplicidad y economia de mante-
nimiento y reproduccion y el bajo cuestionamiento so-
cial a su uso.

Para el desarrollo del bioensayo se realizardn cur-
vas dosis-respuesta con extractos de moluscos bival-
vos con toxina y sin ella evaluados previamente por
el método del ratén y por cromatografia liquida de
alto desempeqio (HPLC). Se determinara la dosis letal
mediana (DL50) y los cambios morfoldgicos produci-
dos por la toxina a fin de establecer los pardmetros y
condiciones del ensayo. Una vez definido un protocolo
de trabajo, se validara (selectividad, linealidad, sensi-
bilidad, limites, rango, precision, veracidad, robustez
y aplicabilidad) y contrastara con el ensayo del ratén y
los resultados de la HPLC.

Summary

Shellfish extraction, production and processing poses
an inconvenience for quality and food safety, because
the product may be contaminated with marine toxins.
The consumption of toxin-contaminated shellfish
produces severe poisoning, being a problem for the
human health. That is why it is necessary to have a
rapid, sensitive and specific method to determine the
presence of these substances. The mouse bioassay is the
standard method (AOAC 2012), but the controversy
around the use of mammals in testing, and the
problems and limitations of its implementation, has
promoted the development of new methods.

The aim of this project is to develop a bioassay for
detecting marine toxins in shellfish using the zebrafish
model.

The zebrafish (Danio rerio) embryo is widely used
as a vertebrate model for toxicological studies. This
system is increasingly applied to the study of marine
toxins. The advantages of the model are the simplicity
and economy of its maintenance and reproduction,
and the low social opposition to its use.

To develop the bioassay, we will perform dose-
response curves with shellfish extracts —with and
without toxin— previously evaluated by both the
mouse method and HPLC. The lethal dose (LD50)
and the morphological changes produced by the
toxin will be determined in order to establish test
parameters and conditions. Then, we will define a
working protocol and it must be validated (selectivity,
linearity, specificity, limits, range, precision, accuracy,
robustness and applicability) and contrast with the
mouse assay and HPLC results.

The incorporation of this model by toxicology
laboratories, additionally allows the adoption of new
techniques for toxicological testing of food, sewage
and other matrices.

KeYWOI‘dS: harmful algal blooms, marine biotoxins,
zebrafish, bivalve shellfish.
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La instalacion de este modelo vertebrado en los la-
boratorios de toxicologia permitiria adicionalmente
la adopcién de nuevas técnicas para la realizacion de
ensayos toxicologicos en alimentos, aguas residuales y
otras matrices.

Palabras clave: marea roja, biotoxinas, pez cebra,
moluscos bivalvos.

Introduccion

Este trabajo se enmarca dentro de los proyectos de
investigacion, transferencia y comunicacion en sani-
dad, calidad e inocuidad agroalimentaria que el Ser-
vicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(Senasa) financia y promueve desde 2013 a partir de
los “Premios Senasa”.

El objetivo de estos premios es promocionar, generar
conocimientos y materiales formativos, para fortalecer
de este modo la prevencion, el diagnéstico, el control
y la erradicacién de trastornos y enfermedades zoofi-
tosanitarias. Dentro de la categoria “Investigacion y
transferencia en calidad e Inocuidad Alimentaria de
Equipos en Formacion”, el Departamento de Ciencias
Exactas, Naturales y de Ingenieria de la Sede Atlanti-
ca de la Universidad Nacional de Rio Negro presentd
este proyecto y resultd elegido en primer lugar.

El equipo en formacién que trabaja en el Depar-
tamento antes citado estd desarrollando un nuevo
bioensayo para detectar aquellas toxinas marinas que
se hacen presentes en moluscos bivalvos, utilizando
para esto el modelo del pez cebra (Danio rerio).

Este equipo entiende que, dentro de la produccion
agroalimentaria de la costa atldntica argentina, existe
un conjunto de alimentos que requiere de una vigi-
lancia mas exhaustiva, dado que representan una po-
tencial amenaza para la salud humana. En particular,
todos los lotes de moluscos bivalvos deben ser contro-
lados para garantizar su calidad e inocuidad, debido a
que pueden estar contaminados con toxinas marinas.
El origen de estas sustancias son las floraciones algales
nocivas, conocidas como “marea roja” debido a que
se desarrollan proliferaciones de microorganismos
plancténicos pigmentados entre los que se encuen-
tran microalgas, ciliados y bacterias. Los sindromes
toxicos mds conocidos causados por microalgas son la
Intoxicacion Paralizante por Marisco (PSP), la Intoxi-
cacion Diarreica por Marisco (DSP), la Intoxicaciéon
Amnésica por Marisco (ASP) y la Intoxicacion Neuro-
toxica por Marisco (NSP) (Sar et al., 2002).

Los episodios téxicos asociados al consumo de ma-
riscos constituyen un problema para la seguridad ali-

mentaria dado que en la mayoria de los casos causan
la muerte, por ello es necesario contar con un método
rapido, sensible y especifico para determinar el con-
tenido y la presencia de toxinas. El bioensayo en ra-
ton es el método oficial utilizado (AOAC 2012); sin
embargo, la polémica en torno al uso de mamiferos
en ensayos y los costos y limitaciones inherentes a su
realizacion impulsan el desarrollo de nuevos métodos.
Actualmente se estd trabajando en diferentes estrate-
gias y modelos entre los que se incluyen ensayos far-
macoldgicos, inmunoensayos, ensayos quimicos o de
separacion y bioensayos alternativos para mejorar la
confiabilidad, precision y especificidad, asi como dis-
minuir los costos (Etheridge, 2010; Berry et al., 2007;
Mons et al., 1998). Los métodos quimicos (HPLC)
tienen la capacidad de discriminar gran parte de las
toxinas, sin embargo no es posible identificar todas.
Ademas, es una metodologia que requiere de equipa-
miento complejo y costoso y de personal calificado,
lo cual limita su adopcién por la mayoria de los la-
boratorios. Los métodos inmunoldgicos (ELISA, RIA,
EIA) son precisos y especificos, pero tienen un alto
costo y baja efectividad (Ben-Gigirey y Villar-Gonza-
lez, 2008).

El embrion del pez cebra (Danio rerio) es amplia-
mente utilizado como modelo vertebrado de estudio
en diferentes dreas del conocimiento, el screening, la
buasqueda de nuevas drogas y la toxicologia (Nagel,
2002; Spitsbergen y Kent 2003; Hill et al., 2005). Las
ventajas del modelo son la simplicidad y la economia
de mantenimiento y reproducciones, es posible con-
tar con 200 embriones semanales por hembra. Los
ensayos pueden realizarse en platos de 96 pocillos
y es necesaria poca cantidad de toxina para el estu-
dio. Ademas, es posible realizar ensayos rapidos en
adultos utilizando diferentes vias de administracion.
Este sistema se aplica cada vez mds para el estudio
de toxinas microbianas y mds especificamente se ha
empleado para investigar toxinas marinas (Tiedeken,
20035; Lefebvre et al., 2004 y 2009; Purdie, 2009). Es-
tas caracteristicas convierten al pez cebra en un mode-
lo vertebrado muy versitil y apto para los estudios in
vivo de toxicidad. La instalaciéon de este modelo ver-
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tebrado en los laboratorios de toxicologia permitiria,
adicionalmente, la adopcién de nuevas técnicas para
la realizacion de ensayos toxicoldgicos en alimentos,
aguas residuales y otras matrices (Scholz et al., 2008).

Objetivos y resultados esperados

El objetivo general de esta iniciativa es desarrollar
un bioensayo para la deteccion de toxinas marinas en
moluscos bivalvos utilizando el modelo del pez cebra.
Se evaluardn diferentes estrategias para seleccionar
el modelo que presente mejor reproducibilidad, exac-
titud, robustez y simplicidad. Se usardn distintos es-
tados de desarrollo del pez cebra (embriones, larvas,
juveniles y adultos) asi como también diferentes vias
de administracion de los extractos por ensayar (incor-
poracién en el agua de cultivo, administraciéon oral e
inyeccion intraperitoneal).

Los estudios con embriones y larvas se haran incor-
porando distintas dosis del extracto de bivalvos en
agua de cultivo. Se espera obtener los valores de DL50
para las toxinas y asi poder establecer la minima con-
centracion detectable y el rango de trabajo del méto-
do. En los ensayos se identificardn diferentes cambios
morfoldgicos y de comportamiento entre los cuales se
esperan: coagulacion, malformacién de somitos, no
despegado de la cola, curvatura corporal, retraso en
el desarrollo, ataxia, convulsiones, edemas y muerte.

Por otro lado, se analizarin métodos que utilizan
peces juveniles y adultos, y en estos casos se usaran
tres vias de administracion (oral, topica e intraperito-
neal). En todos los casos se evaluara la dosis que cause
cambios en el comportamiento tales como ataxia, con-
vulsiones, nado defectuoso o muerte. Se registrardn
los tiempos y dosis minimas para causar alguno de los
defectos mencionados.

A partir de los resultados obtenidos se propondra
un protocolo donde se establecera: preparacion de los
extractos, las diluciones por ensayar, tiempos y con-
diciones de incubacién, tipo y nimero de individuos
por ensayo, parimetros por evaluar, cilculos y modo
de presentacion de los resultados. En la validacion del
método se espera obtener la selectividad, linealidad,
sensibilidad, limites, rango, precision, veracidad, ro-
bustez y aplicabilidad.

Metodologia

Preparacion de los extractos: Los extractos por uti-
lizar seran obtenidos por el Laboratorio de Salud Am-
biental de Viedma (Centro de Biologia y Toxicologia

Aplicada de Viedma, Rio Negro) siguiendo la metodo-
logia oficial (AOAC) y serdn evaluados por el método
del ratén. Brevemente, las toxinas se extraen de los te-
jidos blandos de los bivalvos, previa homogeneizacion
de estos. Para obtener la toxina paralizante, saxitoxi-
na y sus congéneres, se realiza una extraccién acuosa
acida y para la toxina diarreica, dcido okadaico y sus
analogos, se recurre a una extraccién con solventes
orgdnicos. El proyecto se iniciard con la bisqueda de
estas toxinas y luego se extendera a otras halladas con
menor frecuencia en la region.

Mantenimiento de peces cebra para la produccion
de huevos fertilizados: Los peces cebra de la cepa wt
AB de 4 a 12 meses de edad serdn mantenidos en pe-
ceras con agua pura libre de cloro a una temperatura
de 28 °C = 1 con sistema de burbujeo de aire para
mantener una saturacion de oxigeno. Los reproducto-
res serdn criados en una relacion de 1 hembra cada 2
machos en una pecera con 1 pez por litro de agua con
un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Los
peces seran alimentados una vez al dia con artemias
(Artemia naupli) y 2 a 3 veces por dia con alimento
liofilizado comercial.

Evaluacion de la toxicidad in vivo de los extractos:
Huevos fertilizados del pez cebra (embriones) o larvas
(peces de 5 a 10 dias) serdn expuestos en placas de 24,
48 0 96 pocillos en un rango definido de 5 concentra-
ciones de extracto por ensayar. El ensayo con embrio-
nes se inicia inmediatamente luego de la fertilizacion
y es continuado por 48 h. Se determinan 4 estadios
caracteristicos del desarrollo de los embriones y son
comparados con los testigos, los cuales no se exponen
a extractos por ensayar. Pueden detectarse con este
modelo aquellas sustancias que producen inhibiciéon o
retardo del crecimiento celular, efectos letales o em-
brio-toxicos en funcion de la concentracion. Luego es
posible determinar los parametros DL50, concentra-
cién mds alta a la que no se observan efectos (NOEC
por sus siglas en inglés) y concentracién mds baja a
la que se observan efectos (LOEC por sus siglas en
inglés).

El ensayo se llevard a cabo de acuerdo con lo des-
cripto en las guias de la Organizacion para la Coo-
peracion y el Desarrollo Econémicos (OCDE, 2006).
Brevemente, en una placa multipocillo se agregaran
las diferentes diluciones de los extractos por ensayar.
Se reservaran pocillos para los testigos sin el agregado
de ninguna sustancia y con vehiculo. Los huevos fer-
tilizados se colocardn en los pocillos de la placa con
la asistencia de una pipeta Pasteur. Luego, a las 24 y
48 h de exposicion se evaluaran las siguientes caracte-
risticas (apical endpoints): nimero de huevos coagu-
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lados, irregularidades en la formacién de somitos, no
despegado de la cola, la ausencia del corazon latiendo,
edemas y malformaciones en general. Los embriones
seran considerados muertos ante la observacion de
una de las caracteristicas descriptas. Para el caso de
las larvas se analizard el tiempo y la concentracién
necesarios para producir ataxia, convulsiones, nado
defectuoso o muerte.

Los juveniles y adultos serdn sometidos a diferen-
tes concentraciones de toxina para hallar la dosis y el
tiempo en que se produce ataxia, convulsiones, nado
deficiente o muerte. Las toxinas puras o los extractos
se administraran en el agua de cultivo o por via intra-
peritoneal. En el primer caso, se prepararan soluciones
de distintas concentraciones y luego los peces serdn in-
troducidos en ellas y, en el segundo, se aplicaran inyec-
ciones intraperitoneales con dosis crecientes de toxina.
Posteriormente, se evaluara el comportamiento de los
peces y se registraran los tiempos y dosis minimas ne-
cesarias para causar un efecto toxico detectable, como
se especificd previamente.

Validacion de la metodologia: Se evaluari la linea-
lidad, el limite de deteccién y el de cuantificacion, el
porcentaje de recuperacion, el rango de trabajo (erro-
res aleatorios, sistematico y rango), la precision (des-
vio estandar —SD—, coeficiente de variacion —CV-),
veracidad (selectividad y recuperacion), la robustez y
la aplicabilidad. Para ello se realizardn diferentes re-
peticiones de los ensayos con distintos analistas con el
protocolo propuesto.

Tratamiento de los resultados: Los resultados seran
evaluados mediante un andlisis de varianza (ANOVA),
la prueba t de student y el método de Probit. Para los
ensayos con peces se graficard el porcentaje acumula-
tivo de la mortalidad en funcién del logaritmo de la
concentracion. Los valores de DL50 (con un 95 % de
confianza), NOEC y LOEC seran calculados a partir
de este grafico.
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