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RESUMEN

La yesotoxina constituye un problema emergente debido a su presencia en floraciones algales nocivas y su
acumulacion en mariscos, junto con la limitada comprension de sus efectos neurotdxicos, los cuales se
evaluaron en esta tesis a nivel morfolégico, conductual y molecular.

La metodologia consistié en la exposicion por inmersion de larvas de 5 dias post-fertilizacion a dos
concentraciones de YTX (0,38 ug/mL, correspondiente al limite regulatorio, y 0,04 pg/mL, concentracion
10 veces mas baja), utilizando etanol como control positivo. Se evaluaron parametros morfologicos
mediante la medicion de la distancia interocular y el area del mesencéfalo, la actividad locomotora en
ensayos de pulsos de luz-oscuridad, y la expresion génica de marcadores asociados a neurotoxicidad
(acetilcolinesterasa, proteina basica de mielina y caspasa 8) mediante qPCR en tiempo real.

A nivel morfologico, se observo una disminucion significativa de la distancia interocular y del area del
mesencéfalo, indicando efectos sobre el neurodesarrollo. Conductualmente los resultados evidenciaron que
la exposicion a YTX induce alteraciones significativas en el comportamiento locomotor, caracterizadas por
una disminucion inicial de la actividad y respuestas alteradas frente a estimulos de luz-oscuridad, lo que
sugiere disfuncion neuromotora. En el analisis molecular, un hallazgo interesante fue la inestabilidad en
los genes de referencia utilizados (18S, G6PDH y Factor de elongacion) siendo el gen 18S el mas estable.
Usando este gen para cuantificar la expresion génica no se detectaron cambios significativos en la expresion
de ache, mientras que se observo un aumento en la expresion de mbp y, especialmente, de caspasa 8
sugiriendo la activacion de apoptosis. En conjunto, los resultados demuestran que la yesotoxina induce
efectos neurotoxicos en larvas de pez cebra, evidenciados a nivel morfologico, conductual y molecular,
validando el uso de Danio rerio como un bioensayo para la evaluacién de neurotoxicidad de biotoxinas

marinas.



INTRODUCCION

El fitoplancton comprende diversas algas microscopicas fotosintéticas, incluyendo dinoflagelados,
diatomeas y cianobacterias. Estos microorganismos desempefian un papel fundamental en los ecosistemas
marinos, entre algunos roles esta el servir como alimento vital para las larvas de crustaceos y peces
comerciales en desarrollo. Sin embargo, algunas especies de fitoplancton pueden ser peligrosas, ya que
pueden multiplicarse rapidamente bajo condiciones especificas alcanzando densidades que pueden incluso
decolorar la superficie del océano, fendmeno conocido como Floraciones Algales Nocivas (FANs; FAO,
2005). A veces conlleva la produccion de compuestos toxicos que los organismos filtradores de microalgas
pueden bioacumular en sus tejidos sin dafios, incorporandose a las cadenas troficas que alimentan al ser
humano (FAO, 2005).

Las toxinas marinas se categorizan segin su mecanismo de accion y los efectos clinicos que producen en
humanos. Se distinguen tres grupos principales (FAO, 2005):

Veneno Paralizante de Mariscos (VPM): Producido por microalgas como Alexandrium catenella, cuya
toxina principal es la Saxitoxina. Esta toxina bloquea los canales de sodio, causando paralisis muscular y
potencialmente la muerte por fallo respiratorio, cardiaco o del sistema nervioso central.

Veneno Amnésico de Mariscos (VAM): Originado por microalgas como Pseudonitzschia australis, que
produce la toxina Acido Domoico. Esta toxina puede causar amnesia temporal o permanente en seres
humanos.

Biotoxinas Marinas Lipofilicas: Anteriormente conocidas como Veneno Diarreico de Mariscos (VDM), son
producidas por especies como Dinophysis sp. Causa diarrea severa y deshidratacion en humanos. Se dividen
en cuatro subgrupos: Acido Okadaico y Dinofisistoxinas, Pectenotoxinas, Azaspiracidos y Yesotoxinas.
Otras biotoxinas menos comunes incluyen las Brevetoxinas o Veneno Neurotoxico de Mariscos (VNM), la
Ciguatera (CTX) asociada al consumo de peces, las Palitoxinas y los Espirélidos (Vivanco, 2022).

La deteccion e identificacion de toxinas marinas ha sido un desafio constante para la ciencia y las
autoridades responsables del control y monitoreo en productos pesqueros. Actualmente existen tres métodos
para estudiarlas: analiticos, bioldgicos y quimicos (Dillon et al., 2021). Entre estos métodos estan la
cromatografia liquida UV, cromatografia liquida de fluorescencia, ensayos funcionales in vitro, biosensores

de afinidad y ELISA (Solifio, 2015).



BIOLOGICAL
METHODS

Mouse bioassay

BIOCHEMICAL

METHODS "'

ELISA

CHEMICAL
METHODS

LC-MS/MS

HPLC-UV
HPLC-FLD

Figura 1: Resumen esquematico de los distintos métodos de analisis de biotoxinas marinas tomado de
Dillon et al. (2021).

Los modelos bioldgicos, como el bioensayo en raton, han sido fundamentales para proporcionar una vision
integral de la toxicidad, especialmente en la deteccion de toxinas marinas. Sin embargo, plantea serias
preocupaciones éticas y cientificas. La experimentaciéon animal no solo contradice el principio de las 3R
Reemplazar, Reducir, Refinar; (Russell & Burch 1959) sino que también suscita interrogantes sobre la
especificidad y sensibilidad del método, dado que los resultados a menudo se basan en observaciones
subjetivas.

El ensayo de raton in vivo (AOAC, 1990) esta validado internacionalmente y estd normado en Chile como
herramienta obligatoria de certificacion para las toxinas paralizantes, diarreicas, amnésicas y lipofilicas
(Guzman & Suarez 1998). Luego de detectar la presencia de toxinas se utiliza un método confirmatorio, en
el caso de toxinas marinas lipofilicas, como por ejemplo las Yesotoxinas (Y TXs) es la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) la que entrega una mayor especificidad y
sensibilidad. En el caso de la YTX el limite regulatorio es de 3,75 mg de equivalentes de YTX/Kg
(Subpesca, 2024).

Especificamente, el estudio del mecanismo de accion de las yesotoxinas (YTXs), han mostrado su efecto
en el timo y el sistema inmunoldgico. A nivel celular, inhiben las fosfodiesterasas en linfocitos T humanos
(Alfonso et al., 2003), y alteran las funciones de los macrofagos (Orsi et al., 2010). Ademas, inducen
apoptosis en células hepaticas humanas (Pang et al., 2012) y provocan cambios significativos en neuronas
del cerebelo y células del mioblasto, incluyendo contraccion nuclear, condensacion de cromatina y
destruccion del citoesqueleto (Bianchi, 2004). Estos hallazgos demuestran el amplio espectro de efectos de
las YTX en diversos tipos de células, afectando desde el sistema inmunolégico hasta el tejido nervioso y

muscular.



Estas toxinas que son producidas principalmente por el dinoflagelado Protoceratium reticulatum,
representan una amenaza persistente y predominante para la industria de la mitilicultura en el sur de Chile,
particularmente en la Region de Los Lagos, donde estudios de monitoreo prolongado han identificado a las
toxinas paralizantes como las responsables del 80,1% de las prohibiciones de captura de bivalvos (Seguel,
2010).

La dinamica de acumulacion de YTXs en especies como Mytilus chilensis presenta desafios oceanograficos
y regulatorios significativos; se ha documentado que floraciones moderadas de P. reticulatum (2,2 x 103
células L™') pueden desencadenar concentraciones de toxina en tejido que oscilan entre 51 y 496 mg kg™,
superando frecuentemente los limites de seguridad de la Union Europea (3,75 mg YTX eq. kg '; Diaz et
al., 2022). Esta problematica se ve agravada por la variabilidad geografica en zonas de alta importancia
acuicola como el Estero de Reloncavi y el sistema de fiordos de Magallanes, donde la co-ocurrencia de
YTXs con otros grupos de toxinas lipofilicas complica la gestion sanitaria.

Las yesotoxinas (YTX) fueron detectadas por primera vez en Chile en mejillones provenientes del
Archipiélago de Chonos (Yasumoto y Takizawa, 2003). Posteriormente, mediante técnicas analiticas como
la cromatografia acoplada a espectrometria de masas, se identificé que los principales productores son los
dinoflagelados Protoceratium reticulatum, Gonyaulax polygramma y Gonyaulax spinifera (Alvarez et al.,
2011; Rodriguez et al., 2021). Las floraciones de P. reticulatum se han asociado directamente con la
presencia de YTX en moluscos, registrandose a lo largo de la costa chilena. En el ambiente, las
concentraciones disueltas en el agua han alcanzado hasta 422 pg L' en muestras de plancton frente a Bahia
Arica (Krock et al., 2009). Asimismo, se han detectado YTX en tejidos de moluscos e invertebrados marinos
con concentraciones entre 0,1 y 0,4 mg YTX kg™, y en eventos de mortalidad de organismos marinos como
el calamar de Humboldt se han registrado 0,42 y 0,12 mg YTX kg ' en visceras (Alvarez et al., 2020). Mas
recientemente, durante una floracion de P. reficulatum en el fiordo de Puyuhuapi en 2022, se reportaron
niveles de hasta 9,42 mg YTX kg' en moluscos, superando el limite reglamentario y motivando la
prohibicion de cosecha en las regiones de Los Lagos y Aysén (Diaz, 2024).

Los peces han demostrado ser modelos eficaces para la identificacién y caracterizacion de toxinas
producidas por microalgas marinas y de agua dulce, dado que los modelos animales acuaticos presentan
diversas ventajas practicas. Por ejemplo, el embrion de pez cebra (Danio rerio) constituye un modelo
toxicologico ampliamente utilizado, especialmente en estudios de toxicidad del desarrollo, debido a su
pequefio tamafio, transparencia embrionaria, rapida embriogénesis y facilidad de mantenimiento en
laboratorio. Su reducido tamafio permite la observacion directa mediante microscopia optica y la aplicacion
de ensayos de alto rendimiento, mientras que su tolerancia a diversos medios y disolventes facilita la
evaluacion experimental de toxinas. Asimismo, el creciente conocimiento de su genoma, junto con la
disponibilidad de mutantes del desarrollo, posibilita la asociacion de los efectos toxicoldgicos con genes y

vias bioldgicas especificas (Berry et. al, 2007).



Estudios preliminares en larvas del pez cebra (Danio rerio) han evaluado los efectos fisiologicos y
conductuales de las yesotoxinas (YTX). La exposicion a concentraciones subletales evidencid alteraciones
en la actividad locomotora y en la respuesta tactil, lo que sugiere posibles efectos teratogénicos y/o
neurotoxicos. En particular, larvas de 4 dias post-fertilizacion (dpf) expuestas por inmersion durante 24 h
mostraron un aumento significativo de la actividad locomotora al inicio del periodo de oscuridad, mientras
que tras tres dias de exposicion se observd una disminucion en la respuesta tactil, indicando una posible
afectacion del sistema neuromotor (De la Paz et al., 2022). Adicionalmente, se ha reportado que la
exposicion aguda a YTX en concentraciones de 0,10pg/mL no produce letalidad ni edemas en larvas, pero
interfiere con el desarrollo normal de la vejiga natatoria y afecta procesos de regeneracion tisular,
evidenciado mediante ensayos de amputacion de la aleta caudal (De la Paz et al., 2022). Por otra parte, esta
toxina en concentracién de 0,38ug/mL induce alteraciones cardiovasculares y del desarrollo, incluyendo
disminucion de la frecuencia cardiaca y anomalias en el desarrollo vascular, en embriones expuestos via
inmersion. A altas concentraciones provocan mortalidad embrionaria, mientras que a bajas generan retraso
vascular y reduccion del tamaiio cardiaco (Roa, 2025).

La neurotoxicidad es referida a los efectos adversos que las sustancias quimicas inducen en el sistema
nervioso, provocando dafios funcionales o estructurales (Legradi et al., 2018). Especificamente, en el pez
cebra se han establecido diferentes herramientas para evaluar neurotoxicidad, por ejemplo a. actividad
locomotora, pruebas de aprendizaje memoria y la respuesta de sobresalto (Tierney, 2011); b. evaluaciones
de muerte celular utilizando naranja de acridina e inmunohistoquimica, para detectar células apoptdticas y
evaluar el dafio neuronal (Regnault et al., 2016) y también c. estudios moleculares y genéticos, utilizando
la PCR cuantitativa, secuenciaciéon de ARN y edicién con CRIPR-Cas9 para analizar los cambios de la
expresion de genes e identificar alteraciones moleculares (Sipes et al., 2011). En particular, la cuantificacion
de la expresion génica mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) requiere la utilizacion de genes
de referencia o genes normalizadores para corregir variaciones asociadas a la cantidad y calidad del ARN,
la eficiencia de la retrotranscripcion y las diferencias técnicas entre muestras. Estos genes, participan en
funciones celulares esenciales y se espera que mantengan una expresion estable entre distintos tratamientos
y condiciones experimentales. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que genes de referencia
ampliamente utilizados pueden presentar variaciones significativas en su expresion dependiendo del tejido,
el estado fisiologico y las condiciones experimentales, por lo que su estabilidad debe ser validada
previamente para cada estudio (Vandesompele et al., 2002; Huggett et al., 2005). En organismos modelo
como Danio rerio, genes como 88, f-actina, EFla y G6PDH han sido frecuentemente empleados como
controles internos, aunque su idoneidad depende de la estabilidad de su expresion bajo las condiciones
especificas evaluadas. Por esta razon, la seleccion y validacion de genes normalizadores constituye un paso

fundamental para obtener resultados confiables en estudios de expresion génica mediante qPCR.



Entonces, la histérica dependencia del bioensayo en raton para la evaluacion de toxinas lipofilicas
destinadas al consumo nacional ha generado una distorsion socioecondmica, al provocar cierres preventivos
asociados a la deteccion de YTXs, pese a que estas no han demostrado toxicidad aguda por via oral en
humanos. Esta situacion evidencia la necesidad de incorporar metodologias analiticas y biologicas mas
especificas y precisas para la gestion de eventos de floraciones algales nocivas asociadas a esta toxina. En
este contexto, se propone el uso del pez cebra (Danio rerio) como modelo de bioensayo experimental que
permita evaluar posibles efectos neurotéxicos asociados a la exposicion a estas toxinas, contribuyendo al

desarrollo de herramientas de identificacion de potenciales riesgos para la salud humana.



HIPOTESIS

La exposicion via inmersion a la toxina lipofilica yesotoxina, en concentraciones cercanas al limite

regulatorio induce efectos neurotoxicos en larvas de pez cebra (Danio rerio).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos morfologicos, conductuales, y moleculares de la exposicion a yesotoxina en larvas de

pez cebra (Danio rerio).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar los efectos morfologicos de la exposicion a yesotoxina mediante la medicion de la distancia

interocular y del area del mesencéfalo en larvas de pez cebra.

2. Cuantificar la actividad locomotora de larvas de pez cebra expuestas a yesotoxina a pulsos

alternados de luz-oscuridad.

3. Cuantificar la expresion de ARNm de los genes ache, caspasa 8 y mbp en larvas de pez cebra

expuestas a yesotoxina.



METODOLOGIA

Obtencion de embriones y larvas de pez cebra

Los reproductores de Danio rerio de la linea TABS (Figura 2) se mantuvieron en el Laboratorio de
Toxicologia Acuatica en estanques de 25 litros bajo condiciones controladas, garantizando la calidad optima
del agua mediante sistemas de filtracion con luz ultravioleta y oxigenacion constante. Ademas, también se
controlaron los parametros ambientales de los tanques como la temperatura (27 +- 1°C), conductividad
(500-700 uS/cm?) y pH (7.0-7.4). Estos reproductores se mantuvieron con fotoperiodos de luz/oscuridad

(14h/10h), ademas de alimentacion dos veces al dia mediante pellets Zebra feed.

Figura 2: Acuarios con capacidad de 25 litros con ejemplares de Danio rerio (linea Tab5) y sistema de
paridera con adicion de piedras brillantes para inducir el desove de los peces y la obtencion de
embriones.

Para la obtencion de los embriones de pez cebra, se colocaron recipientes especiales llamados parideras
para inducir al desove (Figura 2). Los huevos fertilizados fueron recolectados con un tamiz de 500pum y
cuidadosamente lavados para eliminar el resto de las heces y otros contaminantes. Posterior a eso se realizo
la seleccion de los embriones con uniformidad, homogeneidad del corion y sin malformaciones mediante
bajo lupa estereoscopica Stemi DV4 (Karl Zeiss).

La incubacion de embriones para la obtencion de larvas se hizo en placas Petri con medio de cultivo E3

(5Mm NacCl, 0.17mM KCI, 0.33 mM CacCl2, 0.33 mM MgSO4) con azul de metileno. Estas placas se
llevaron a una incubadora (VELP) a 28 °C bajo el mismo fotoperiodo de los reproductores. Diariamente se
la eliminaron ovas que no se desarrollaran correctamente hasta que se alcanzo el estadio larval de 5 dias
post fecundacion. Las larvas a utilizar en los experimentos fueron seleccionadas cuidadosamente con el

criterio de que su vejiga natatoria estuviese completamente inflada y sin alteraciones morfoldgicas.



Obtencion de la toxina y preparacion de soluciones experimentales

La solucion estandar de yesotoxina fue obtenida desde el Nacional Research Council Canada a una
concentracion de 4,3 umol/L suspendida en metanol puro. La alicuotas se llevaron a sequedad con un
concentrador de nitrogeno a 60 °C y aplicando un flujo constante de nitrégeno. Luego, la YTX pura se
suspendid directamente en medio E3 con agitacion constante hasta alcanzar concentraciones finales de
0,38ug/mL y 0,04 ug/mL para los tratamientos experimentales. En cada experimento se incluy6 un control
negativo que correspondia a E3 (SMm NaCl, 0.17mM KCl, 0.33 mM CaCl2, 0.33 mM MgSO4) y como

control positivo etanol al 1,2% que se prepard desde una solucion stock de pureza al 99%.

Objetivo 1. Evaluar los efectos morfologicos de la exposicion a yesotoxina mediante la edicion de la
distancia interocular y del area del mesencéfalo en larvas de pez cebra.

1.1 Determinacion de la concentracion 6ptima de etanol como control positivo.

Con el objetivo de establecer la concentracidon adecuada de etanol a utilizar como control positivo en estos
ensayos de neurotoxicidad, se evalud su efecto sobre parametros morfolégicos en larvas de pez cebra,
siguiendo criterios propuestos por Su et al. (2025). Grupos de 15 larvas de 5 pdf fueron expuestos durante
24 horas a los siguientes tratamientos: medio E3 (control negativo), etanol 1,2% y 1,5%. Finalizado el
periodo de exposicion, cada larva fue posicionada en orientacion dorsal sobre un portaobjeto excavado,
utilizando una pipeta para su manipulacion, y observada inmediatamente bajo un aumento de 0,63X. Para
cada larva se obtuvo imagenes de la region cefalica mediante una camara digital acoplada a la lupa
estereoscopica.

Las imagenes fueron posteriormente analizadas utilizando el software ImagelJ, donde se midi¢ la distancia
interocular definida como la distancia entre los bordes internos mas cercanos de cada ojo y el area del
mesencéfalo, delimitando completamente su perimetro (Figura 5). Estos pardmetros permitieron comparar
los efectos de los tratamientos y definir la concentracién de etanol mas adecuada como control positivo

para los ensayos posteriores.

1.2 Evaluacion de la reversibilidad del efecto del etanol

Con el fin de determinar si los posibles efectos de YTX sobre pardmetros morfologicos podrian ser o no
reversibles se disefid un ensayo de recuperacion post-exposicion con etanol. Para esto, 14 larvas fueron
expuestas por 3 horas en una placa de 24 pocillos a dos concentraciones de etanol (1,2% y 1,5%), por
triplicado. Post exposicion fueron medidas y analizadas en el sofware Image] siguiendo metodologia
descrita en punto 1.1. Posteriormente, las larvas fueron transferidas a una nueva placa que contenia
unicamente medio E3, donde permanecieron durante 24 horas para su recuperacion. Tras este periodo, se
procedio a la medicion de la distancia interocular ya tamafio del mesencéfalo. Para ello, cada larva fue

fotografiada y las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el software image J.



Figura 3: A) Larva de 5dpf en vista dorsal que indica como debe establecerse la medicion del area del
mesencéfalo y distancia interocular, Las lineas rojas indican el fin de las comisuras internas de cada
globo ocular, desde y hasta donde se mide la distancia interocular. El punteo en blanco indica el
area aproximada del mesencéfalo. B) Anatomia de la cabeza en vista dorsal de Danio rerio, indica
la ubicacion exacta del mesencéfalo. Extraidas de Kunst et al., (2019).

1.3 Evaluacion de los efectos de la yesotoxina

Con el fin de evaluar los efectos de YTX sobre parametros morfoldgicos en larvas de Danio rerio, se
realizaron ensayos experimentales siguiendo la misma metodologia descrita previamente. Grupos de 15
larvas de 5 dias post-fertilizacion (dpf) fueron expuestos durante 24 horas a diferentes tratamientos: medio
E3 (control negativo), etanol 1,2% (control positivo) y yesotoxina en las concentraciones de 0,38 pg/mLy
0,04 pg/mL. Finalizado el periodo de exposicion, las larvas fueron posicionadas en orientacion dorsal sobre
portaobjetos excavados y observadas bajo lupa estereoscopica a un aumento de 0,63X. Se obtuvieron
imagenes de la region cefalica mediante una camara digital acoplada al sistema optico, las cuales fueron
posteriormente analizadas utilizando el software ImageJ. En dichas imagenes se cuantificd la distancia
interocular y el area del mesencéfalo, siguiendo los mismos criterios definidos en los experimentos

anteriores.

Objetivo 2. Cuantificar la actividad locomotora de larvas de pez cebra expuestas a yesotoxina
mediante ensayos de pulsos de luz-oscuridad.



2.1. Actividad locomotora

Las larvas de Danio rerio alcanzan un patréon de locomocion funcional, caracterizado por movimientos
coordinados y dirigidos, aproximadamente entre los 4 y 5 dias post-fertilizacion (dpf). Durante esta etapa,
presentan sensibilidad a los cambios en las condiciones de iluminacion, lo que permite evaluar tanto su
actividad locomotora global como los patrones conductuales asociados a transiciones entre luz y oscuridad.
En términos generales, se ha observado que la actividad locomotora larvaria tiende a incrementarse durante
el paso de luz a oscuridad, probablemente como respuesta al estrés, y a disminuir cuando ocurre la transicion
inversa (Bastnet et al., 2019). Diversos estudios han demostrado que las alteraciones en este tipo de
comportamiento locomotor pueden constituir indicadores sensibles de efectos neurotoxicos en el organismo

(Chen et al., 2023; Pepe-Vargas et al., 2025).

De forma general, los estudios de neurotoxicidad que emplean larvas de Danio rerio presentan diferencias
en aspectos metodologicos como el estadio larval seleccionado, el protocolo de exposicion y el volumen o
tipo de placas multipocillo utilizadas. La revision de diversos autores sugiere que el uso de larvas entre 5y
7 dias posfecundacion (dpf) en placas multipocillo de 24 pocillos constituye una condicidon experimental
adecuada (Peng et al., 2016) (Yang et al., 2017). Para esta evaluacion se utiliza el sistema wMicroTracker
(Phylum Tech) el cual permite cuantificar la actividad locomotora de las larvas mediante la deteccion de
interrupciones en haces de luz infrarroja que atraviesan cada pocillo en el que se encuentran alojadas. El
equipo registra cada un min durante una hora, incluyendo los minutos de acondicionamiento (primeros 20

min) lo que permite obtener valores de actividad promedio versus el tiempo.

En esta investigacion se empled una placa de 24 pocillos con los distintos tratamientos experimentales:
medio E3 como control negativo y ETOH 1,2% como control positivo, debido a que la literatura reporta
que el etanol induce efectos neurotoxicos de manera dosis-dependiente (Howarth et al., 2011). Las
concentraciones de toxina seleccionadas fueron 0,38 pg/mL, correspondiente al limite regulatorio, y 0,04
ug/mL. Adicionalmente, se incluyd un tratamiento denominado “Blanco” que consiste en una solucion de
medio E3 sin organismos vivos, con el objetivo cuantificar posibles interferencias en las mediciones, tales
como vibraciones o impurezas propias del medio.

Para cada tratamiento se dispusieron 10 larvas en un volumen de 1000 pL de solvente, realizandose cada
condicion por triplicado. No obstante, unicamente los tratamientos control (E3 y ETOH 1,2%) fueron
preparados en la placa de poliestireno. Esto se fundamenta en antecedentes bibliograficos que indican que
las toxinas lipofilicas pueden adsorberse a este material (Costa et al., 2020). Entonces con el fin de evitar
este fendbmeno, los tratamientos que contenian toxina fueron preparados en viales de vidrio, en los cuales
se introdujeron tanto las larvas como las concentraciones correspondientes. El experimento considero la

exposicion por un periodo de 24 horas.



Posterior a este tiempo la placa con las larvas se llevo al equipo wmicrotracker el cual fue mantenido sobre
una almohadilla anti-vibraciones dentro de una incubadora con fotoperiodo controlado (VELP), a una
temperatura de 28 °C, durante 24h, asegurando que los viales permanecieran parcialmente tapados con el
fin de permitir una adecuada circulacion del aire. El sistema WMicrotracker se mantuvo conectado a un
computador donde fue posible ajustar las condiciones de registro como tiempo de exposicion y duracion de

los pulsos de luz y oscuridad.

Objetivo 3. Cuantificar la expresion de ARNm de los genes ACHE, Caspasa 8 y mbp en larvas de
pez cebra expuestas a yesotoxina.

Al terminar el ensayo de medicion de actividad locomotora, las larvas fueron separadas en grupos de 15
larvas por tratamientos y transferidas a tubos eppendorf de 1,5ml. Se les agregd 100 uL de RNA Later y se

dispusieron a -20°C para la posterior extraccion de ARN.

3.1 Extraccion de ARN, digestion con DNasa I y purificacion.

La extraccion se realizod segiin recomendaciones del fabricante E.Z.N.A.® Total RNA KIT I (Omega Bio-
Tek). Se desinfecto el lugar de trabajo con etanol al 70%, se ubicaron los reactivos en un recipiente con
hielo, incluyendo los tubos eppendorf de 1,5mL que contenian las larvas de Danio rerio. A estos tubos se
les adicion6 700 pL de TRK Lysis Buffer y con un véstago se procedi6 a romper el tejido manualmente,
también se afiadieron 100 mg se Solid-glass beads de Imm y se agitaron en vortex por 10 minutos. Los
tubos eppendorf ya homogeneizados se centrifugaron a 17,000g por 5 min y el 500 uL del sobrenadante
obtenido se transfirié a un nuevo tubo eppendorf de 1,5mL; a este se le afiadieron 500 puL de EtOH al 70%
y se mezcld en el vortex durante 10 segundos. Posteriormente se insertaron mini columnas de ARN
HiBind® en tubos de 2 mL y se les afiadié 700 pL de la muestra, se centrifug6 1 min a 10.000 g descartando
el filtrado, reutilizando el tubo colector y repitiendo este procedimiento hasta que toda la muestra se
transfirié a la columna. Por otra parte, se prepar6 una solucion stock de 75 uLL. de DNasa I (73,5 uL. DNasa
I Digestion Buffer + 1,5 pL DNasa ) mantenida a 4°C. Paso siguiente, a las mini columnas de ARN
HiBind® se les afiadieron 250 pL de RNA Wash Buffer [ y fueron centrifugadas a 10.000g por un minuto,
descartando el filtrado y reutilizando el tubo colector. Luego, se agregaron 75uL de la solucion stock de
DNasa I directamente en la membrana de las mini columnas las cuales fueron mantenidas a temperatura
ambiente por 15minutos. Se les adicionaron 250 pLL. de RNA Wash Buffer I, y se mantuvo a temperatura
ambiente por dos minutos, se centrifugaron por 1 minuto a 10.000g, descartando el filtrado y reutilizando

el tubo colector.



Luego de la digestion con DNasa se lavé dos veces con 500uL. de RNA Wash Buffer 11 (diluido con EtOH
100%) y se centrifugd a 10.000g por un minuto, el tubo recolector es reutilizado y el filtrado descargado.
Después las mini columnas de ARN vacias se centrifugaron a 17.000g por dos minutos para quitar todas
las trazas de etanol que pudiese provocar interferencias. Las mini columnas se transfirieron a nuevos tubos
eppendorf de 1,5mL y se les adicion6 40 uL de agua libre de nucleasas, para posteriormente ser
centrifugadas dos minutos a 17.000g. Luego con la ayuda de un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo
Fisher) se determiné la concentracion y analiz6 la pureza del ARN extraido. Se utilizo el criterio de aceptar

aquellas muestras con valores entre 1,8 — 2,0 en la absorbancia 260/280 para la proxima sintesis de ADNec.

3.2 Sintesis de ADN¢

La sintesis de ADNCc se realizé de acuerdo con las condiciones del fabricante AffinityScript QPCR cDNA
Synthesis Kit (Agilent Technologies). El kit y los componentes necesarios fueron pasados por vortex y
centrifugacion. Para comenzar la sintesis en tubos de 0,5mL fueron agregados 2 pL. de agua libre de
nucleasas, 10 uL de master mix 2x, 3 pL de primer Oligo dT, 1 puL de enzima AffinityScript RT/ RNase
Block y 4 pL de ARN. Las reacciones fueron incubadas en el termociclador en el siguiente orden: 25°C
durante 5 min para permitir el alineamiento del primer. Luego, a 42°C por 15 min para la sintesis de ADNc.
Finalmente, las reacciones fueron incubadas a 95°C durante 5 min. Luego con la ayuda de un
espectrofotdometro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher) se determiné la concentracion y analizo la pureza del
ADN extraido, para ello, se depositdé 1yl de cada muestra directamente sobre el compartimiento para la
muestra del equipo, previa calibracion con agua libre de nucleasas como blanco. Se utilizd el criterio de

aceptar aquellas muestras con valores entre 1,8 — 2,0 en la absorbancia 260/280.

3.3 qPCR en tiempo real

Para realizar la qPCR en tiempo real se utilizaron tiras de tubos eppendorf de 0,2 mL los que en su interior
contenian 5 uL de Mix Sybr, 2 uL de primer forward, 2 uL de primer reverse y 1 pL de ADNc en
concentracion de 400ng/pL. Se adiciond un control negativo (blanco) que no contenia ADNCc. El protocolo
de amplificacion fue el siguiente: 1Ciclo de 10 minutos a 95°, 40Ciclos de 15s a 95°, 15s a 60°, 45s a 72°
y 1Ciclo de 30s a 95°, 30s a 60°, 30s a 95°. El cambio de expresion relativa de los genes utilizados Caspasa
8, Acetilcolinesterasa (ache) y Proteina basica de mielina (mbp) se analizaron por cuadruplicado en el
equipo AriaMx Real-Time PCR G830A a través del método 2—-AACt (Livak et al. 2001). Se utilizaron como
genes normalizadores el gen ribosomal 18S, B-actina, Elfa 1 y Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, luego, a
través de una comparacion de genes en Normfinder para ver cual era el gen menos inestable, se eligid 18s

y se normalizo a partir de la concentracién mas baja para realizar los calculos.



Tabla 1: Secuencia de genes asociados en la evaluacion de efectos neurotéxicos y genes

normalizadores.

Nombre Secuencia Genbank Referencia

del gen

mbp F: AATCAGCAGGTTCTTCGGAGGAGA AY 860977 Wu et al. (2016)
R: AAGAAATGCACGACAGGGTTGACG

Caspasa 8 F: TGCTGATGTTTGTGGAGGAGATG NM 131877 Krumschnabel et al
R: GGTCTGCTTCTTGTTGATGTTGG (2009)

Ache F: CATACGCACAATACGCTGCC NM 131846.2 Pullaguri et al. (2020)
R: TACACAGCACCATGCGAGTT

B-actina F: CAGCAAGCAGGAGTACGATGAGT NM 131031.1 Sopezki et al. (2018).
R: TTGAATCTCATTGCTAGGCCATT

18S F: AGGGACAAGTGGCGTTCAGC FJ915075.1 Sopezki et al. (2018)
R: GCAGGGTAGGCACACGTTGA

G6PDH F: CGCTGTTGACCTGGTTGTTG XM 041012418.1 | Sopezki et al. (2018).
R: AGGATGACCTTGCCCACAGT

EFla F: CTTCTCAGGCTGACTGTGC NM 131263.1 McCurley & Callard
R: CCGCTAGCATTACCCTCC (2008)

Analisis estadistico

Los resultados de distancia interocular y el tamafio del mesencéfalo fueron expresados en mm. Para su

analisis se aplicé ademas una prueba Anova de una via para comparar las medias de los grupos y ver

diferencias significativas entre ellas y una prueba Holm-Sidak test de multiples comparaciones.

Los resultados de comportamiento locomotor se les realiz6 una prueba de normalidad y homogeneidad de

varianza para ver si los datos eran paramétricos o no y luego una prueba Anova en caso de ser paramétricos,

en el caso de que no lo fuesen se aplico una prueba de Kruskall-Wallis ademas de una prueba de Dunn’s de

multiples comparaciones.

A los resultados de expresion genética se les hizo una prueba de normalidad, verificando homogeneidad de

varianza a todos los datos, un ANOVA para comparar las medias de los grupos y ver diferencias




significativas entre ellas y una prueba Holm-Sidak test de multiples comparaciones. Todos los analisis se

realizaron utilizando el software GraphPad Prism, LLC (version 10.5.0).



RESULTADOS

El objetivo principal en este trabajo fue evaluar el impacto neurotoxico de la toxina lipofilica Yesotoxina
en larvas de pez cebra a nivel morfologico, conductual y molecular.

Los resultados de los experimentos de definicion de concentracidon de control positivo y reversibilidad del
efecto mostraron que el promedio del area del mesencéfalo para aquellas larvas incubadas en la solucion
E3 fue de 1,30mm?, mientras que en etanol fue de 0,83mm? en 1,2% y de 0,85mm? en 1,5%; lo que indica
una disminucion significativa (p< 0,05) del tamafio de mesencéfalo en aquellas expuestas a etanol en
comparacion con el control (Figura 4 y 5SA). En relacion con la distancia interocular los resultados también
mostraron una disminucion significativa de este atributo en larvas expuestas a etanol (E3: 0,109mm; EtOH

1,2%: 0,777mm y EtOH 1,5% 0,788mm (Figura 4 y 5B).

Figura 4. Larvas de Danio rerio en posicion dorsal expuestas a los diferentes tratamientos. A) Larva en
inmersion en medio E3. B) Larva expuesta durante 3 horas a una concentraciéon de 1,2% de EtoH
y luego traspasada a medio E3 por 24. C) Larva luego de ser expuestas por 3 horas a una
concentracion de 1,5% de EtOH y luego ser traspasada a medio E3 por 24 horas.

Estos resultados confirman que el EtOH induce cambios morfologicos en la distancia interocular como en
el tamano del mesencéfalo en larvas de pez cebra expuestas 24 hrs a EtOH, en ambas concentraciones (1,2%
y 1,5%). Se definié que la concentracion adecuada para control positivo fue de 1,2% (Figura 5). Por otra
parte, el segundo experimento realizado con etanol indica que la exposicion a etanol, el cual produce
disminucion en la distancia interocular y tamafio del area del mesencéfalo es irreversible, ya que se
mantienen las diferencias significativas tanto en el area del mesencéfalo (Figura 6A) como en la distancia

interocular (6B), respecto al control a las 24 horas postexposicion.
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Figura 5: A) Area del mesencéfalo en milimetros de larvas de 6dpf expuestas a los tratamientos con E3
(control negativo), EtOH 1,2% y EtOH 1,5%. B) Distancia interocular en los mismos tratamientos.
(***p <0,001). Las diferencias no significativas entre pares no son indicadas.
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Figura 6: Larvas de 5dpf expuestas a los tratamientos de E3(control negativo), EtOH 1,2% (control positivo
y EtOH 24H post exposicion A) Area del mesencéfalo en mm? B) Distancia interocular en mm.
(**xp < 0,001; ****p <0,0001).

Distancia interocular y tamafio del area del mesencéfalo de larvas expuestas a YTX.

El primer experimento realizado con YTX evidencid una disminucion de la distancia interocular y del area
del mesencéfalo en larvas expuestas a la toxina y control positivo. Tanto el tamafio del mesencéfalo como
la distancia interocular de las larvas de Danio rerio expuestas a YTX 0,38ug/mL fueron menores a las de
larvas incubadas en medio E3, pero sin diferencias con aquellas incubadas en etanol (Figura 7). Las mayores
diferencias se dieron en el area del mesencéfalo donde hubo diferencias entre todos los tratamientos (Figura

TA).
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Figura 7. A) Area del mesencéfalo en mm? de larvas de Danio rerio de 5dpf expuestas a los diferentes
tratamientos E3 (Control negativo), EtOH 1,2 y 1,5 (Controles positivos) y YTX 0,384pg/mL. B)
Distancia interocular en mm de larvas de 5dpf expuestas a los distintos tratamientos (*p < 0,05;
**p < 0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001).

El segundo experimento realizado con dos concentraciones de toxina indica una disminucion significativa
de la distancia interocular y del area del mesencéfalo en ambas concentraciones. En el area del mesencéfalo
se observan diferencias significativas con respecto al medio E3 tanto en el grupo expuesto a 0,38ug/mL
como 0,04ug/mL (Figura 8A); al igual que en la distancia interocular (Figura 8B). Este efecto es equivalente

al inducido por el EtOH.
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Figura 8. A) Area del mesencéfalo en mm? y B) Distancia interocular de 15 larvas de pez cebra expuestas
a distintos tratamientos: E3 (control negativo), EtOH 1,2% (control positivo) y dos
concentraciones de YTX. ***p < 0,001, ****p < (,0001.

Actividad locomotora en larvas expuestas a YTX

Los resultados del experimento preliminar de actividad locomotora muestran que las larvas en los primeros
20 minutos de exposicion a las YTX (acondicionamiento) presentan una disminucion significativa en la
actividad locomotora en comparacion al control medio E3 (Figura 9A). Se observd que existieron

diferencias significativas entre el control E3 y la YTX y también en relacion con el etanol (Figura 9B).

Posteriormente al ser expuestas a ciclos alternados de luz y oscuridad (Figura 9C) se observa que en los
minutos 30 a 40, si bien responden al estimulo de sobresalto en oscuridad, este rapidamente desciende en
comparacion del control que es sostenido y constante. Luego, dentro de los minutos 40 a 50 de Iuz las larvas
expuestas a YTX mantienen un patrén similar al control E3, condicion que se repite con el aumento de la
actividad locomotora en los minutos 50 a 60 de oscuridad. En la figura 9D que muestra la actividad
promedio en los bloques de luz y oscuridad donde s6lo hubo diferencias significativas durante los primeros

10 minutos con luz, con una mayor actividad de las larvas expuestas a YTX.
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Figura 9. Actividad locomotora de larvas de Sdpf expuestas a medio E3 (control negativo), EtOH 1,2 y 1,5
(controles positivos) y YTX 0,38ug/mL. A). Periodo de acondicionamiento (20 min oscuridad)
cada punto indica el promedio de movimientos de 10 larvas. B) Promedio de actividad en 20
minutos de actividad C) Actividad locomotora en bloques alternados de luz y oscuridad (en total
60min). D) Actividad locomotora promedio en bloques de 10 min de luz y oscuridad. *p <0,05;
**p < 0,01; ¥***p < 0,0001.

En el segundo experimento que considerd dos concentraciones de toxina se observd que aquellas larvas
expuestas a la concentracion mas alta de 0,38ug/mL YTX en los primeros veinte minutos de
acondicionamiento presentan un patrén disminuido de la actividad locomotora en comparacion al grupo
control, pero no lo suficiente para ser significativo. Las larvas expuestas a la concentracién mas baja de
0,04pug/mL siguen un patron similar a las que estan suspendidas en E3; condicion que se repite durante los
siguientes 50 min de luz-oscuridad. Se observan diferencias significativas entre el tratamiento control y
YTX 0,04pg/mL entre los minutos 30-40 y 50-60. También en los minutos 20-30 y 40-50 en los tratamientos
con YTX 0,38ug/mL (Figura 10).
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Figura 10. Actividad locomotora de larvas de Sdpf expuestas a medio E3 (control negativo), EtOH 1,2%
(Control positivo) y YTX en concentraciones de 0,38ug/mL y 0,04 pg/mL. A) periodo de
acondicionamiento (20 min oscuridad), cada punto indica el promedio de 10 larvas de movimientos
B) actividad locomotora promedio de 20 min de actividad. C) Actividad locomotora promedio en
bloques de tiempo alternados de luz/oscuridad (en total 60min). D) Actividad locomotora promedio
de 10 min de luz y oscuridad. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p <0,0001)

Eleccion del gen para normalizaciéon y expresién de ARNm

El analisis de los valores de los ciclos de cuantificacion (Cq) de los genes normalizadores reveld
variaciones significativas entre los tratamientos, evidenciando una falta de estabilidad en su expresion, lo
que compromete la validez de la normalizacion de los datos de expresion génica (Figura 11). Por ejemplo,
el gen de referencia 18S presenta una diferencia de aproximadamente 7 unidades de Cq entre el control y
el tratamiento, lo que indica una variabilidad considerable en su expresion. Como consecuencia, el efecto
observado en el gen de interés se percibe mas acentuado que en el gen de referencia, sugiriendo un mayor
cambio relativo en su expresion; sin embargo, esta interpretacion resulta poco confiable si la normalizacion
se realiza con un gen de referencia inestable. Al evaluar un segundo gen de referencia, como la S-actina,
se observa un comportamiento similar en los valores de Cq, lo que confirma que los genes de referencia no
mantienen una expresion constante bajo las condiciones experimentales. Esto implica que los resultados
obtenidos pueden estar influenciados tanto por cambios reales en la expresion del gen de interés como por

la variabilidad en la expresion de los genes de referencia.
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Figura 11: Ciclos de cuantificacion (Cq) de los distintos tratamientos: Control E3 (control negativo), YTX
0,38ug/mL y 0,04pg/mL aplicados en los genes utilizados en el estudio: 18S, beta actina, elf 1y
g6pdh. (xp <0,05; **p <0,01; **xp < 0,001, ***xp < 0,0001).

En consecuencia, la expresion de ARNm de los genes caspasa 8, mbp y ache fue normalizada utilizando el
gen 18S, el cual presentd la menor variabilidad relativa segin los analisis efectuados mediante los
algoritmos GeNorm, BestKeeper y NormFinder (Figura 12). El andlisis de ranking comprensivo, basado en
la media geométrica de los valores obtenidos por cada método, indica que el gen 18S presenta la mayor
estabilidad de expresion (valor = 1.00), seguido por alfa (1.68), mientras que bact (3.00) y g6pdh (4.00)
muestran menor estabilidad. Esto indica que el gen 18S es el gen de referencia mas adecuado y a g6pdh
como el menos estable bajo las condiciones evaluadas. Sobre la base de estos resultados se realizo el gen
18S como referencia, pese a su inestabilidad en este contexto experimental, con el fin de evidenciar los
efectos derivados de una seleccion inadecuada de genes de referencia sobre la interpretacion de los

resultados de expresion génica (Figura 13).



Genes mas estables  Genes menos estables

- =)

Cq

1
18S ALF1 Bact G6PDH
Genes normalizadores

Figura 12: Evaluacion de la estabilidad de genes de normalizacion mediante un ranking integral. Se
compararon cuatro genes candidatos (/8S, alf, Bactina y G6pdh) utilizando diferentes algoritmos
de normalizacién (Delta CT, BestKeeper, NormFinder y GeNorm).

La evaluacion de la expresion de ache mostrd que no hubo diferencias significativas en su expresion en
larvas expuestas a ambas concentraciones de YTX y el control (Figura 13A). En relacion con la expresion
de la proteina basica de mielina, aquellas larvas que fueron tratadas con 0,04ug/mL presenta un aumento
significativo en comparacion a aquellas tratadas con 0,38ug/mL. La concentracion de 0,04ug/mL muestra
diferencias significativas con EtOH, pero el control 78S so6lo muestra dos diferencias significativas en
relacion con el control positivo EtOH (Figura 13B). Finalmente, en la expresion de caspasa &8 si vemos un
aumento de la expresion de YTX al 0,04pg/mL con diferencias significativas respecto al grupo control y
entre ambas concentraciones, 0,38ug/mL y 0,04pg/mL también se observa un aumento de la expresion con

una alta significancia, respectivamente (Figura 11C).
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Figura 13. Expresion de ARNm de genes de ache y mbp y caspasa 8§ medidos mediante qPCR en tiempo
real en larvas de pez cebra después de la exposicidon a concentraciones de medio E3 1x, YTX
(0,38ug/mL y 0,04 ng/mL) y EtOH 1,2% durante 24h. Los datos se expresan como el promedio
(+1 d.e.) de 4 réplicas. (xp < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, **x*p < 0,0001).



DISCUSION

La YTX es una biotoxina que histéricamente ha recibido menor atencion en revisiones cientificas (Paz,
2008; Franchini, 2010), principalmente debido a la ausencia de reportes de intoxicacidon en humanos. Hasta
la fecha, su mecanismo de accién molecular no ha sido completamente dilucidado; sin embargo, un estudio
reciente ha evidenciado efectos adversos sobre el sistema cardiovascular en peces (Roa, 2025). Asimismo,
en cultivos celulares se ha observado citotoxicidad asociada a alteraciones en los niveles de proteinas y de
segundos mensajeros potencialmente involucrados en su mecanismo de accion, tales como el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), el calcio, las fosfodiesterasas (PDE), las proteincinasas C (PKC) y las
proteinas de anclaje de A-quinasa, ademas de organelos celulares como las mitocondrias y el reticulo
endoplasmico. No obstante, estos efectos parecen depender del tipo celular, ya que se han reportado
respuestas contradictorias entre diferentes lineas celulares (Franchini, 2010)

En este contexto, y considerando la limitada evidencia disponible en organismos in vivo, en el presente
trabajo se evalud el efecto neurotdxico de la yesotoxina en larvas de Danio rerio (pez cebra) de 5 dias post
fecundacion expuestas via inmersion. Para ello, se utilizaron dos concentraciones: una correspondiente al
limite regulatorio actual (0,38 ug/mL) y otra 10 veces menor (0,04 pg/mL). Los resultados obtenidos
indican que yesotoxina provoca neurotoxicidad en pez cebra afectando su comportamiento, desarrollo
cerebral y expresion génica incluso a bajas concentraciones.

La utilizacion de este organismo resulta relevante en el contexto de la toxicologia experimental, ya que, si
bien los ensayos in vitro se caracterizan por ser métodos econdémicos, rapidos y relativamente sencillos de
implementar, las células cultivadas presentan una correlacion limitada con los mecanismos biologicos que
ocurren in vivo, lo que restringe el valor traslacional de los resultados obtenidos. En este sentido, se ha
propuesto al pez cebra como un modelo intermedio prometedor entre los estudios in vitro y los ensayos en
organismos vertebrados mas complejos, permitiendo evaluar respuestas bioldgicas integradas en un
organismo completo (D’Amora, 2018). En concordancia con lo anterior, el uso de larvas de Danio rerio en
el presente trabajo permitié aproximarse a los posibles efectos neurotoxicos de la yesotoxina en un sistema
in vivo, contribuyendo a ampliar la informacion disponible sobre los efectos neurotoxicos de esta toxina.

El principal 6rgano diana después de la administracion oral aguda o repetida de YTX, es el tejido cardiaco
en ratones (Tubaro, 2003), pero también hay evidencia de la YTX en células neuronales de ratas, las que
son objetivos biologicos vulnerables. La muerte de las ratas durante los experimentos fue precedida por
sintomas que incluyeron descoordinacion motora y saltos (Wolf, 1996). Algo similar se evidencio en este
estudio en el cual al exponer a las larvas a la toxina se observd que luego de 20 minutos de exposicion
ocurrié una disminucion de la actividad locomotora en comparacién al control.

Por otra parte, en la exposicion a ciclos de luz y oscuridad se observaron variaciones en la actividad

locomotora en ambas concentraciones de yesotoxina, destacando una hiperactividad en 0,04 pg/mL durante



la fase de oscuridad, asociada a respuestas de sobresalto en comparacion con el control. Este resultado
concuerda con lo reportado por De la Paz (2022), quien describe un aumento de la actividad locomotora al
inicio del periodo de oscuridad en larvas expuestas a YTX, sugiriendo una alteracion del sistema
neuromotor. En conjunto, estos hallazgos indican que incluso concentraciones inferiores al limite

regulatorio pueden inducir efectos neurotdxicos a nivel conductual.

En concordancia con lo reportado por Su et al. (2025), los resultados obtenidos indican que caracteres

morfologicos como la distancia interocular y el tamafio del mesencéfalo; los cuales pueden evaluarse
facilmente, permiten registrar alteraciones de manera rapida y con menor demanda de recursos. Gupta et
al. (2018) indican que variaciones en la distancia interocular pueden reflejar alteraciones en el desarrollo
neurologico y en la morfogénesis craneal, lo que respalda su uso como biomarcador sensible para la
deteccion temprana de efectos neurotoxicos. Coincidentemente se ha mostrado que las alteraciones en el
desarrollo neurolégico también pueden repercutir en la morfologia ocular y craneal. Por ejemplo, se ha
observado que el dafio neurologico inducido por hiperbilirrubinemia en larvas de Danio rerio provoca
cambios en el tamafio ocular y en las estructuras cerebrales, lo que puede modificar la distancia interocular
durante el desarrollo (Guzelkaya, 2023). Los resultados del presente estudio muestran que la exposicion a
Yesotoxina produjo alteraciones como las descritos en los estudios previos ya mencionados.
Por otra parte, Franchini (2004), en experimentos realizados en ratones suizos CDI expuestos a YTX, no
reportd cambios morfofuncionales significativos en la corteza cerebral; sin embargo, si describié dafio en
las células de Purkinje del cerebelo y alteraciones a nivel citoplasmatico. En conjunto, estos antecedentes
sugieren que los efectos neurotoxicos de la yesotoxina podrian manifestarse de manera diferencial segtin la
region del sistema nervioso evaluada y el modelo experimental utilizado, pudiéndose evidenciar tanto a
nivel morfologico como celular.

Para medir los cambios en la expresion genética asociados con el desarrollo y la fisiologia normales, la
disrupcion endocrina, la toxicologia y el descubrimiento de farmacos, los investigadores del pez cebra
aplican cada vez mas la PCR cuantitativa de transcripcion inversa en tiempo real (qPCR) (Huggett, 2005).
La gqPCR presenta multiples ventajas, entre ellas rapidez en la obtencion de resultados, alta sensibilidad,
reproducibilidad, capacidad de analisis a gran escala y cuantificacion precisa (Nigard, 2007). No obstante,
su uso presenta ciertas limitaciones, como la variabilidad inherente del ARN, la presencia de impurezas
durante su extraccion y las diferencias en la eficiencia de la transcripcion inversa y de la PCR (Bustin,
2000). Por ello, es fundamental aplicar métodos de normalizacién adecuados que permitan controlar estas
fuentes de error.

En este estudio se evidencié un impacto significativo de los tratamientos toxicos sobre la expresion de los
genes utilizados frecuentemente como referencia, lo que dificultd la correcta estimacion de la expresion

relativa de los genes de interés. Este fenomeno ocurre cuando los compuestos evaluados alteran de manera



sustancial la dindmica transcripcional celular (McCurley, 2008). En este contexto, es fundamental analizar
las diferencias en los valores de Cq entre las distintas condiciones experimentales, las cuales, idealmente,
deberian mantenerse constantes para los genes de referencia (Bustin, 2000). Esta estabilidad es un requisito
clave para una adecuada normalizacion de los datos. En consecuencia, si el gen de referencia presenta una
expresion invariable, el proceso de normalizaciéon no deberia introducir variaciones en la expresion del gen
de interés, permitiendo asi una interpretacion confiable de los resultados.

Los genes normalizadores o también llamados de mantenimiento celular (housekeeping, HK) se expresan

de manera constitutiva para sostener las funciones basicas de la célula, generando los transcritos esenciales
requeridos para su fisiologia normal. Un gen HK “ideal” se caracteriza por presentar expresion amplia,
estable y en niveles elevados, siendo estos atributos independientes entre si, pero deseables para su
definicion (Casadei, 2011). Existe evidencia de que los genes housekeeping, como f-actina y G6PDH,
pueden variar en su expresion dependiendo de las condiciones experimentales, procesos de proliferacion y
diferenciacion, asi como durante el desarrollo y entre distintos tejidos (Glare et al., 2002; Lin & Redies,
2012; Uddin et al., 2011). Por lo anterior, se ha sugerido la utilizacién de un conjunto de genes de referencia
para la normalizacion, los cuales deben ser previamente validados para cada tipo de experimento
(Vandesompele et al., 2002). En este estudio, los genes /8S, f-actina y G6PDH, evaluados como candidatos
a normalizadores, mostraron diferencias en sus niveles de expresion, evidenciando que no todos presentan
una estabilidad constante bajo las condiciones estudiadas. De acuerdo con los andlisis realizados mediante
los algoritmos geNorm y NormFinder, el gen 18S fue identificado como el mas estable, mientras que /-
actina y G6PDH presentaron una mayor variabilidad en su expresion.
A nivel morfologico, las alteraciones observadas tras la exposicidon a yesotoxina podrian estar relacionadas
con modificaciones en la organizacion o estabilidad del citoesqueleto celular, considerando su importancia
en la morfogénesis y el desarrollo de las estructuras neurales. En este contexto, la disminucion de la
distancia interocular y del area del mesencéfalo podria reflejar alteraciones en procesos celulares
dependientes de la dinamica del citoesqueleto durante el neurodesarrollo. Sin embargo, esta asociacion
requiere ser confirmada mediante analisis especificos de componentes citoesqueléticos.

Estos resultados sugieren que el uso individual de estos genes como referencia podria introducir sesgos en
la cuantificacion de la expresion génica. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la importancia de
seleccionar y validar cuidadosamente los genes de referencia, asi como de considerar el uso de multiples
genes para lograr una normalizacion mas robusta y confiable.

El gen del ARNr 188 se ha considerado un control de referencia ideal para el analisis de qRT-PCR, ya que
el nivel de ARNr parece variar considerablemente menos que la expresion de ARNm (Bustin 2000). Sin
embargo, la yesotoxina tiene un efecto a nivel casi de transcripcion de genes ribosomales. Uptain (1997)
describe la respuesta al estrés ribotoxico como un dafio dentro de un bucle conservado (el bucle alfa-sarcina)

del ARN ribosémico 28S (ARNr 28S), que conduce a la inhibicidén o inhibicion parcial de la sintesis de


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rna

proteinas, la activacion transcripcional de los genes de respuesta temprana inmediata c-jun y c-fos y la
activacion de quinasas de estrés. La respuesta al estrés ribotdxico incluye procesos como la escision del
ARNTr 288, la inhibicion de la sintesis proteica, la activacion de MAPK y PKR, la induccion de genes de
respuesta temprana (c-fos y c-jun) y la apoptosis (Iordanov et al., 1997); en este contexto, la YTX genera
respuestas diferenciales segtn el tipo celular, inhibiendo la sintesis proteica en células L6 y activando MAP
quinasas en ambos modelos de manera independiente, lo que sugiere que su accion depende de la
funcionalidad ribosomal, a diferencia de otras ribotoxinas (lordanov et al., 1997). Tambien se evidencia que
YTX es capaz de inducir la fosforilacion de la MAP quinasa p38, asi como la activacion de c-jun y PKR,
ademas de inhibir la sintesis de proteinas y provocar la escision del ARNr 288S. Esta secuencia de eventos
es comparable a la descrita para ribotoxinas como la anisomicina (He et al., 2012). En este contexto, YTX
podria comportarse como una ribotoxina, activando vias de sefializacién conservadas similares a las
inducidas por estos agentes, incluso antes de la escision del ARNr. No obstante, aun no se ha determinado
si YTX comparte sitios de uniéon en el ARNr con la anisomicina y el DON, lo que requiere mayor

investigacion (Suarez, 2014).
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CONCLUSIONES

La exposicion a yesotoxina (YTX) induce efectos neurotdxicos en larvas de Damnio rerio,

evidenciados a nivel morfoldégico y conductual.

A nivel morfoldgico, la exposicion a yesotoxina produjo una disminucion significativa de la
distancia interocular y del 4rea del mesencéfalo en larvas de Danio rerio, evidenciando alteraciones
en el desarrollo neurologico. Estos efectos se observaron incluso a una concentracion inferior al
limite regulatorio, lo que sugiere que estos parametros constituyen indicadores morfologicos

sensibles para detectar alteraciones neurotoxicas inducidas por YTX durante el desarrollo larval.

A nivel conductual, la YTX provoca alteraciones en el comportamiento locomotor, caracterizadas
por una disminucion inicial de la actividad y respuestas alteradas frente a estimulos de luz-

oscuridad, lo que indica disfuncién del sistema neuromotor.

La inestabilidad de los genes de referencia, especialmente 18S, demuestra que la YTX afecta la
regulacion transcripcional global, comprometiendo la confiabilidad de la normalizacion en analisis

de qPCR.

El modelo de larvas de Danio rerio se confirma como una herramienta sensible y adecuada para la
evaluacion de neurotoxicidad de toxinas marinas, permitiendo detectar efectos integrados en

distintos niveles bioldgicos.
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