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La Decision de la Comision 2002/226/CE (UE, 2002) autoriza con determinadas condiciones restricti-
vas, la recoleccion de vieiras con una concentracion de &cido domoico en el cuerpo entero superior a
20 mg/kg, siempre que en dos analisis consecutivos de muestras, tomadas con un intervalo de 1 a 7
dias como maximo, quede establecido que la concentracion de acido domoico en el molusco entero
es inferior a 250 mg/kg, y si la concentracion de acido domoico en las partes destinadas al consumo
humano (musculo y génada), que se analizaran por separado, es inferior a 4,6 mg/kg.

La Comunidad Auténoma de Galicia propone incluir el analisis conjunto de musculo + génada (la
parte comestible) como base para el control de la recoleccién en las zonas de produccion, mantenien-
do el mismo nivel de referencia de 4,6 mg/kg.

Este Comité considera que el nivel de 4,6 mg/kg para la parte comestible (mdsculo + génada) es
seguro y puede ser utilizado como criterio para el control de la recoleccion de la vieira.

Palabras clave

Acido domoico, ASP, Vieira, Pecten spp., limite legal, modificacion de la Decision 2002/226/CE.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety and
Nutrition (AESAN) about the safety criteria applicable to the content of domoic acid
in of scallops (Pecten maximus) harvesting.

Commission Decision 2002/226/EC of 15 March 2002 (UE, 2002) allows a restricted harvesting regi-
me of scallops with a domoic acid concentration in the whole body higher than 20 mg/kg. For this,
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two consecutive analyses of samples, taken between one and seven days maximum, must show that
the domoic acid concentration in the whole mollusk is lower than 250 mg/kg and that the DA con-
centration in the parts intended for human consumption (muscle + gonad), which have to be analy-
zed separately, is lower than 4.6 mg/kg.

The Autonomous Community of Galicia proposes to include the analysis of muscle + gonad (the
edible part) as a basis for the checks of the harvesting in production areas, while maintaining the
same reference level of 4.6 mg/kg.

This Committee considers that the level of 4.6 mg/kg for the edible part (muscle + gonad) is safe
and can be used as a criterion in the checks of the harvesting of scallop.

Domoic acid, ASP, King scallop, Pecten spp., legal limit, amendment of the Decision 2002/226/EC.



Introduccion

Este Comité ha sido demandado por la AESAN para que dictamine, desde el punto de vista de la segu-
ridad alimentaria, sobre la viabilidad de una cuestion planteada por la Comunidad Auténoma de
Galicia, relativa a la evisceracion de la vieira (Pecten maximus), con la finalidad de pedir a la Comisién
Europea un cambio de la Decision 2002/226/CE (UE, 2002).

Las razones de la Comunidad Auténoma de Galicia se recogen en el documento “Andlisis de la
situacion actual en el proceso de evisceracion de la vieira” preparado por Juan Blanco (CIMA), Fabiola
Arévalo y Jorge Correa (INTECMAR) en junio de 2008 (Blanco et al., 2008), modificado en Mayo de
2009.

Las principales razones y propuestas fueron resumidas por la AESAN (AESAN, 2008):

Se han evaluado los datos de acido domoico (toxina amnésica) en vieira desde que se aplica la
Decision 2002/226/CEE en las zonas de explotacion de Galicia.

La Decision permite extraer vieira con niveles superiores al limite legal 20 mg/kg (pero inferior a
250 mg/kg), para proceder a su evisceracion (eliminacion del hepatopancreas), siempre que después
de eso se analicen por separado el musculo y la gonada (que son las partes comestibles) y los resul-
tados obtenidos por separado (musculo y génada) sean inferiores a 4,6 mg/kg.

No obstante la génada supera en muchos casos ese limite de 4,6 mg/kg, con lo cual no se puede
extraer vieira. Aunque la parte comestible (musculo + génada) no lo supera.

De los datos estudiados correspondientes al contenido de acido domoico en vieira, periodo (2001-
2007), se deduce que:

< Utilizar el nivel de 4,6 mg/kg en génada supone un nivel de seguridad superior a los de la comer-

cializacion del cuerpo entero (con el limite de 20 mg/kg).

Propuestas:
1%) Analizar muasculo y génada con un nivel de 9,6 mg/kg.
23) Analizar conjuntamente musculo y génada con un nivel de 4,6 mg/kg.

Acido Domoico (DA

1. Datos quimicos
El &cido domoico, (2S,3S,4S)-3-(carboxymethyl)-4-[(2Z,4E,6R)-7-hydroxy-6-methyl-7-oxohepta-2,4-
dien-2-ylJpyrrolidine-2-carboxylic acid, C1sH,1NOg, CAS RN. 14277-97-5, peso molecular: 311,33, es
un solido blanco cristalino, soluble en agua y ligeramente soluble en metanol y etanol.

EI DA es un aminodcido tricarboxilico que contiene la estructura del acido glutdmico y pertenece a
la clase de los compuesto kainoides (Nantel, 1996). Actualmente han sido identificados 10 isomeros
(Figura 1).
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2. Fuentes

El DA se produce de manera natural en ciertas algas marinas. Inicialmente se identifico en las macro-
algas rojas Chondria armata y Alsidium coralinum y posteriormente, tras los episodios toxicos de
Canadéa en 1987, en microalgas del género Pseudo-nitzschia las cuales se encuentran ampliamente
distribuidas en los océanos y mares del mundo.

Por multiples razones medioambientales (temperatura y concentracion de nutrientes del agua, régi-
men de corrientes marinas, estacion del afio, régimen de vientos y pluviosidad) se puede producir un
crecimiento explosivo o “floracion” de estas microalgas, llamadas “mareas rojas™ por el color que le
imparten al mar, llegando a constituir una parte sustancial del fitoplancton (FAO, 2005).

Los animales marinos que se alimentan de este fitoplancton, o de otros organismos que lo hayan
ingerido, pueden acumular el DA mediante bioconcentracion. De manera especial lo acumulan los
moluscos bivalvos (ostras, mejillones, vieiras, almejas) que se alimentan directamente mediante filtra-
cion. La tasa de acumulacion varia entre las diferentes especies (Jeffery et al., 2004), siendo especial-



mente elevada en la Pecten spp. (Pecten maximus'y Pecten jacobaeus) o vieira, debido a que la velo-
cidad de eliminacién o depuracion es muy baja en relacion a las otras especies, pudiendo llegar a per-
sistir en el animal durante meses e incluso afios (Blanco et al., 2002) (Blanco et al., 2006).

La acumulacion de DA en los distintos drganos de la vieira (Figura 2) es conocida y esta amplia-
mente documentada (EU ASP Working Group, 2001) (Blanco et al., 2002) (FAO, 2005). La concentra-
cion mas elevada se da en el hepatopancreas o glandula digestiva (aprox. 80%) y en los tejidos blan-
dos (aprox. 14%), y en menor cuantia en la génada u 6rgano reproductivo y en el musculo aductor o
carne blanca, en este Ultimo solo se encuentran cantidades residuales.

Figura 2. Organos principales de la vieira.

Fuente: (Blanco et al., 2008), mod. 2009. GLANDULA DIGESTIVA MUSCULO ADUGTOR
(HEPATOPANCREAS)
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3. Toxicocinética

Absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecién

La via oral es la Unica ruta de entrada, descrita hasta ahora, para el DA en el ser humano. La demo-
ra entre la ingestion y la aparicion de los primeros sintomas varia de 15 minutos a 38 horas, los sin-
tomas neuroldgicos pueden demorarse hasta las 58 horas (Nantel, 1996). El DA se absorbe en la
mucosa intestinal, pero la tasa de absorcion para las especies estudiadas, incluyendo primates no
humanos, es muy baja, del 5 al 10% de la dosis administrada (Toyofuku, 2006).

El DA se excreta principalmente por las heces, lo que sustenta que la absorcion en el intestino sea baja.
Los estudios en animales indican que una vez absorbido se distribuye en sangre y compartimentos acuo-
sos del cuerpo, como es de esperar en un compuesto hidrofilico. Se metaboliza en pequefia cuantia, estu-
dios en ratas muestran que el 75% se excreta sin cambios por la orina en 160 minutos, sugiriendo que el
mecanismo de eliminacion por el rifidn es mediante filtracion glomerular (Jeffery et al., 2004).

Estudios en ratas muestran que el DA atraviesa con dificultad la barrera hematoencefalica, lo que res-
tringe su entrada al sistema nervioso central; sin embargo una vez que alcanza un nivel activo puede
provocar alteraciones en la barrera y promover substancialmente su entrada en el cerebro (Ravn, 1995).

Cualquier factor que altere estos parametros tales como un desarrollo deficiente de la barrera
hematoencefalica durante el crecimiento del cerebro, la edad o patologias premdrbidas (p.e. altera-
ciones de la funcion renal) han sido identificados como factores de riesgo para la toxicidad del DA
(Pulido, 2008).
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4. Toxicidad y efectos sobre la salud

Durante siglos, los extractos de algas conteniendo DA fueron utilizados en Japdn como acaricidas.
Para ensayar las propiedades antihelminticas del DA se administraron dosis de 20 mg por persona, en
adultos y nifios, sin mostrar ningun efecto adverso (FAO, 2005) (Dart, 2004). Tras la administracion en
seres humanos de dosis orales de DA de 0,5 mg/kg de peso corporal tampoco se manifestaron sinto-
mas de la enfermedad (Nantel, 1996).

Los efectos toxicos del DA en el hombre proceden de un episodio, por ingesta de mejillones conta-
minados, que sucedié en Canada a finales de 1987. Mas de 200 personas estuvieron afectadas, pero
Unicamente se considerd que 107 (47 hombres y 60 mujeres) se ajustaban plenamente a un caso de
intoxicacion por DA (Perl et al., 1990).

La sintomatologia clinica se manifest6 en las primeras 48 horas y consisti¢ principalmente en alte-
raciones gastrointestinales y neurolégicas: vomitos (76%), cdlicos abdominales (50%), diarreas
(42%), dolor de cabeza (43%), alteraciones de la memoria (incluida amnesia, 25%) y en los casos mas
severos coma y desenlace fatal. 19 personas fueron hospitalizadas desde cuatro a 101 dias, tres
murieron en los siguientes 12 a 18 dias y otra persona mas murié a los tres meses. (Perl et al., 1990)
(Pulido, 2008). Este sindrome se conoce desde entonces como intoxicacion amnésica por consumo de
mariscos (ASP, Amnesic shellfish poisoning).

La Tabla 1 resume toda la informacion recogida de nueve pacientes y una persona no afectada por
la enfermedad, para los que se pudieron recoger muestras de mejillones que no habian sido consu-
midos (Perl et al., 1990).

Tabla 1. Curso clinico y estimacion de la cantidad de acido domoico ingerido por 10 personas que consumie-
ron mejillones contaminados, nueve enfermaron y una no fue afectada

Peso estimado Concentracion de  Estimacion Sintomas clinicos Tratamiento
de mejillones DA en la muestra de DA (b) (©)
consumidos (mg/100g) consumido | gastro- pérdida
Edad (g/persona) (a) por persona | intesti- de Hospita-
Paciente afios (mg/persona) | nales memoria lidad UCl
No
afectado 60 35 52 20 - - - -
1 72 120 52 60 + — - -
2 62 150 45 70 + + - -
3 70 15 52 80 + - - -
4 61 300 31 90 + — - -
5 67 160 68 110 + — - -
6 71 360 31 110 + - - -
7 74 400 68 270 + + + -
8 68 225 128 290 + + + +
9 84 375 76 290 + + + +

(@) El peso de mejillones ingerido fue estimado cuando el tamafio de la racién fue desconocido.
(b) Sintomas gastrointestinales (vomitos diarrea y calambres abdominales).
(¢) UCI = Unidad de cuidados intensivos.



Las personas afectadas ingirieron entre 60 y 290 mg de DA. Los sintomas mas severos se manifesta-
ron en personas mayores de 65 afios y que habian padecido enfermedades anteriormente. La edad se
identifico como un factor de riesgo alto para la pérdida de memoria. Los hombres fueron méas sensi-
bles que las mujeres y se considera que las mujeres embarazadas, nifios y personas con patologias
previas (renales, cardiovasculares, gastrointestinales) son méas susceptibles a los efectos del DA
(Pulido, 2008). Se encontré una relacion entre la dosis ingerida y la severidad de los sintomas para
aquellos pacientes que habian consumido entre 1 y 5 mg/kg de peso corporal. Estudios posteriores
en roedores y monos han soportado estos resultados (Toyofuku, 2006).
Los resultados de este primer episodio toxico formaron la base para el establecimiento del nivel de
efecto adverso mas bajo observado “LOAEL” y la dosis de referencia para la toxicidad aguda:
 Se estimd en 60 mg de DA la cantidad que ingiri6 una persona que, habiendo consumido meji-
llones contaminados, presenté el primer sintoma observable de la enfermedad, considerando un
peso corporal de 60 kg se establecio el “LOAEL” en 1 mg/kg de peso corporal (pc). Con la finali-
dad de cubrir todo el rango de variaciones interindividuales de susceptibilidad en humanos se
aplicé un factor de seguridad de 10y se calculé la dosis provisional de referencia aguda en 0,1
mg/kg pc, valor razonable si se considera que un paciente que consumié 0,33 mg/kg pc no con-
trajo la enfermedad (Toyofuku, 2006).

Toxicidad aguda y crénica

La inyeccion intraperitoneal en ratones (3,4-430 pg/animal) de DA induce una sintomatologia pecu-
liar conocida como Scratching sindrome: los animales se rascan los hombros con las extremidades
posteriores, le siguen convulsiones y a menudo la muerte. A dosis mas bajas se produce hipoactivi-
dad, rigidez, temblores, etc., respuestas clinicas indicadoras de neurotoxicidad (Jeffery et al., 2004).

La administracion de esta toxina en un rango entre 1-7 mg/kg pc en roedores produce sintomas neu-
ropatolégicos, especialmente edema en hipotalamo y degeneracion neuronal en diversas regiones del
hipocampo, area del cerebro involucrada en la memoria funcional. Efectos neurotoxicos similares se
han observado en monos, incluyendo ademéas emesis. Aunque los estudios toxicoldgicos son limitados,
se sugiere que los monos son mas sensibles al DA que los roedores (por ejemplo NOAEL de 5 mg DA/kg
pc en ratas en comparacion con un LOAEL de 5 mg DA/kg pc en primates por via oral, para las respues-
tas sobre el comportamiento).

Estudios en ratones no proporcionaron evidencias de que exposiciones reiteradas de corta duracion
alterasen la liberacion de DA del suero o resultasen en una respuesta mas sensible 0 mas neurotoxi-
ca que una Unica exposicion.

La administracion en ratas de dosis de 0,1 6 5 mg/kg pc y en monos de 0,5 mg/kg pc no produjo
alteraciones clinicas. La hematologia, bioquimica clinica, peso de los 6rganos y el estudio histopato-
I6gico de los diversos tejidos fueron normales (FAO, 2005).

Carcinogenicidad, mutagenicidad y teratogenicidad
Los pocos estudios que existen no indican evidencias de que el DA pueda tener actividad cancerige-
na, mutagénica o teratogénica (Ravn, 1995) (Jeffery et al., 2004).
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Mecanismo de toxicidad

El DA es estructuralmente similar al acido glutamico y al acido kainico, compuesto que se une en el
cerebro al grupo de la familia de los receptores del glutamato. Estos amino&cidos son conocidos por
las lesiones cerebrales que provocan debido a su neurotoxicidad; sin embargo, se sabe que el DA es
un neuroexcitador de dos a tres veces mas potente que el acido kainico y aproximadamente cien
veces mas potente que el glutamato (Gago-Martinez et al., 2006).

El DA tiene una elevada afinidad por dichos receptores induciendo dafios evidentes en roedores y
primates no humanos y se sugiere que en humanos las interacciones entre el DA y estos receptores
en regiones especificas del cerebro, hipocampo, intervienen en la respuesta toxica (Ravn, 1995)
(Jeffery et al., 2004). Tras dicha union se produce una hiperexcitacion neuronal en hipocampo, que
conlleva una acumulacion excesiva de iones Ca2*, fallos en el mantenimiento de la homestasis de
iones intracelular y muerte neuronal (Jeffery et al., 2004). Asi mismo se sugiere que el aumento de la
sintesis de oxido nitrico puede contribuir a la neurotoxicidad del DA.

5. Marco legal y bases para su adopcion

La Union Europea (UE) estableci6 en 1997 (Directiva 97/61/CE), modificando la Directiva
91/492/CEE (UE, 1991), que “El contenido de Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) en las partes
comestibles de los moluscos (el cuerpo entero o cualquier parte consumible por separado) no
debera sobrepasar los 20 microgramos de dcido domoico por gramo segtn el procedimiento de
analisis HPLC” (UE, 1997).

Este limite se fij6 en base a la concentracion guia usada por Canada, tras los episodios toxicos de
1987, para la monitorizacidn rutinaria de la ASP. Dicho limite fue calculado de la exposicion a la toxi-
na por el consumo de una racion tipo de mejillones “Mytilus edulis”.

Las autoridades canadienses establecieron el limite en base a los siguientes argumentos:

= Se acepta que la dosis de referencia aguda es 0,1 mg/kg pc.

= Se estima que una persona de 60 kg de peso corporal consume una racion de 250 g de mejillones y
se calcula el Limite M&ximo de Residuo de DA en 24 ug DA/g molusco. Finalmente este valor fue
redondeado a 20 pg/g, equivalente a la ingesta de una racion de 300 g de moluscos (Toyofuku, 2006).

Los criterios seguidos y el limite establecido por las autoridades canadienses fueron adoptados por la
Union Europea, Estados Unidos (FDA/CFSAN, 2007) y Nueva Zelanda (NZFSA, 2006) entre otros pai-
ses, y la FAO/OMS (2008).

Es de sefialar que en Europa no existen datos de consumo que indiquen que constituye una racién
0 comida tipica de vieiras y permanecen algunas interrogantes: p.e. ;,Cuantos ejemplares la compo-
nen? ¢Se consumen integramente? ;Se evisceran para eliminar hepatopancreas y tejidos blandos y
Unicamente se consume musculo aductor + génada? ¢Se consumen de manera separada los distin-
tos 6rganos (hepatopancreas, tejidos blandos, musculo aductor, génada)? ;Qué cantidad en peso se
consume del conjunto o de cada uno de ellos?

En Europa, el impacto econémico de la toxina, y por ende de la medida adoptada, no se conocié



plenamente hasta 1999, cuando grandes areas de recoleccion de vieira tuvieron que permanecer
cerradas por periodos de hasta diez meses por no cumplir con el limite legal establecido.

Para estudiar esta situacion se cre6 en el afio 2000 un grupo de trabajo, el EU ASP Working Group,
con la participacion de varios laboratorios nacionales de biotoxinas marinas. Sobre la base de los
datos suministrados por Espafia, Irlanda, Irlanda del Norte y Escocia se elaboré un documento para
ayudar al grupo a formular recomendaciones al Standing Committee Veterinary.

El documento realiza una evaluacion de la variabilidad de la concentracion de DA en los distintos
organos de la vieira y cuantifica la probabilidad de exceder el limite regulatorio para diferentes esce-
narios de recoleccion (desde una sola muestra recolectada en un punto hasta un pool de diez mues-
tras tomadas de un area marina delimitada).

Dado que el limite regulatorio se basa en la ingesta de una racion tipica, se propone considerar que
un pool de diez vieiras se considere una comida tipica cuya ingesta sea segura. Asumiendo que la con-
centracion de acido domoico en cada pool es log-normal distribuido, con mediana “m” y coeficiente
de variacion “¢”, se puede calcular la probabilidad “p” de que la concentracién de DA en el pool sea
mayor que el limite regulatorio. Alternativamente si se especifica un valor objetivo de “p”’ y se cono-
ce “¢” se puede calcular el correspondiente valor objetivo de “m”. Suponiendo “¢” = 50, que es un
valor apropiado y se deduce de los datos aportados, se puede estimar el valor objetivo de “m” para
diferentes probabilidades objetivo (Tabla 2). Por ejemplo podemos asegurar que la probabilidad de
que la concentracién de un pool exceda el limite regulatorio (20 pg/g) es menor de uno por 1.000 si
la mediana de la concentracion es menor de 4,6 pg/g.

Tabla 2. Estimacion de la mediana
para distintas probabilidades objetivo

Pobjetivo  Mobjetivo (hg/9)

0,05 9,2
0,01 6,7
0,001 4,6
0,0001 3,5

El documento también recoge la posibilidad de que un sistema en régimen de recoleccion restringido
podria ser permitido cuando la concentracion de DA supera los 20 mg/kg en el cuerpo entero de la
vieira, siempre y cuando el hepatopancreas y los tejidos blandos sean eliminados y destruidos (EU
ASP Working Group, 2001).

La base cientifica de las recomendaciones del ASP Working Group constituye el fundamento de la
Decision de la Comision 2002/226/CE que, tras la aprobacion del Standing Committee Veterinary
(SVC, 2002), autorizo, con determinadas condiciones restrictivas, la recoleccién de vieiras con una
concentracion de DA en el cuerpo entero superior a 20 mg/kg, siempre que en dos analisis consecu-
tivos de muestras, tomadas con un intervalo de uno a siete dias como maximo, quede establecido que
la concentracion de DA en el molusco entero es inferior a 250 mg/kg, y si la concentracion de DA en
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las partes destinadas al consumo humano (musculo y génada), que se analizaran por separado, es
inferior a 4,6 mg/kg.

Aungue no son publicos los documentos de la Comision explicando las razones de los valores numé-
ricos regulatorios de la Decision, si existen documentos indirectos que explican los argumentos clave
de la Comision (The Scottish Parliament, 2001) (CEFAS, 2002) y que se resumen en los siguientes:

= La Directiva dice que un producto con mas de 20 mg/kg de DA no debe ser colocado en el mer-
cado. Por tanto operar con un régimen basado en una media de 20 mg/kg seria ilegal, ya que por
definicion implica que alguna fraccion esté por encima de las 20 mg/kg.

= Sobre la base de los datos aportados por el ASP Working Group'y en vista de la variacion inter-
animal, fue necesario fijar el punto de corte mas bajo (valor de disparo) en 4,6 mg/kg, con la fina-
lidad de que la probabilidad sea de una en 1.000, para un coeficiente de variacién del 50%.

= Cualquier otro régimen, reconociendo que los eventos tdxicos fueran de relativamente larga
duracion, conduciria a los consumidores a sufrir efectos cronicos, exposicion a largo plazo con
efectos negativos desconocidos sobre la salud.

Actualmente la Directiva esta derogada y su campo de aplicacion cubierto por el Reglamento (CE) n°
853/2004 (UE, 2004) que establece normas especificas de higiene para los moluscos bivalvos, y en el
capitulo 5, apartado 2b dice:

“2. No contendran biotoxinas marinas en cantidades totales (el cuerpo entero o cualquier parte
consumible por separado) que sobrepasen los limites siguientes:

b) en el caso de las toxinas amnésicas de molusco («Amnesic Shellfish Poison»: ASP), 20 miligra-
mos de &cido domoico por kilogramo;”

6. Discusion de las propuestas
1%) Analizar musculo y génada con un nivel de 9,6 mg/kg.

Si se aplica el criterio adoptado por la Comisién de aceptar un coeficiente de variacion del 50% y
un nivel de riesgo de uno por 1.000, entonces para una mediana de 9,6 la probabilidad de que se
exceda el limite regulatorio (20 mg/kg) seria del 6,0%. Es decir, asumir un nivel de riesgo 60 veces
superior al actual.

Para que el nivel de riesgo se mantenga en el uno por 1.000 con una mediana de 9,6 seria nece-
sario demostrar con base cientifica que el coeficiente de variacion es inferior al 24%.

2% Analizar conjuntamente musculo y génada con un nivel de 4,6 mg/kg.

En este caso, asumiendo que el coeficiente de variacion para el conjunto musculo + gonada es del

50%, el nivel de riesgo se mantendria en el uno por 1.000.

Conclusiones del Comité Cientifico

Este Comité considera que el nivel de 4,6 mg/kg para el andlisis de la parte comestible (musculo +
gonada) es seguro y puede ser utilizado como criterio para el control de la recoleccion de la vieira en
las zonas de produccion.
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