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Resumen
Las pectenotoxinas (PTXs), biotoxinas lipofilicas producidas por microalgas del género Dinophysis,
han sido detectadas en episodios de Floraciones Algales Nocivas (FAN) en Chile. La variante mas
comun, PTX-2, inhibe la polimerizacion de la actina en las células y presenta un riesgo significativo
para los organismos marinos, especialmente durante su desarrollo temprano. Aunque el impacto de la
PTX-2 no ha sido completamente estudiado, se ha observado que puede causar mortalidad en gametos
de ostra y dafios branquiales en peces. Debido a este riesgo potencial, es crucial evaluar su efecto
utilizando modelos biologicos como el pez cebra. En este estudio se evalud los efectos de la
exposicion de PTX-2 en el desarrollo embrionario y larval del pez cebra en el rango de
concentraciones presentes en la costa chilena. Para obtener embriones de Danio rerio (linea Tab5), se
mantuvieron los reproductores en condiciones controladas y se recolectaron las ovas mediante un
sistema de parideras, seleccionando los huevos fertilizados bajo lupa esterecoscopica. Se utilizaron
viales de vidrio para prevenir la adsorcion de pectenotoxina, una biotoxina lipofilica, y se
establecieron concentraciones de 0,8; 1,6 y 3,2 ug/L. Se incluyeron controles negativos (medio E3),
positivos (3,4-dicloroanilina), y uso del solvente DMSO. Los embriones y larvas se expusieron a las
toxinas en placas de 24 pocillos, evaluando parametros morfométricos, actividad locomotora y
neurotoxicidad mediante ensayos de enrollamiento de cola y medicion de actividad bajo ciclos de
luz/oscuridad. Los resultados muestran que la pectenotoxina, en las concentraciones probadas, no
causa mortalidad ni malformaciones en embriones o larvas de pez cebra, solo se ve afectada el area
de saco vitelino en larvas recién eclosionadas. Por otra parte, se encontré una disminucién en la
actividad locomotora y efectos neurotdxicos en larvas de 3dpf a concentraciones entre 0,80 y 3,2
ug/L. El DMSO utilizado como solvente no es adecuado para ensayos de neurotoxicidad embrionaria

puesto que genera interferencias en los resultados aun por debajo del 1% utilizado.
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Introduccion

Las floraciones algales nocivas (FANs) son eventos naturales que ocurren en cuerpos de agua. Estas
corresponden a un aumento en el nimero de las microalgas presentes, dada por condiciones
ambientales especificas que promueven el sobrecrecimiento de estas (Sellner et al., 2003). Existe un
grupo de microalgas que produce biotoxinas las cuales pueden generar dafio a la biota marina y
también al ser humano. En Chile, los eventos FANs se han reportado desde la década de los 60, en
distintas zonas del pais, identificandose 3 grupos de toxinas: Veneno paralizante de mariscos (VPM),
Veneno amnésico de mariscos (VAM) y las biotoxinas marinas lipofilicas (anteriormente
denominadas veneno diarreico de mariscos VDM; Sandoval et al., 2018). Este tltimo grupo se
caracteriza por su naturaleza lipofilica, lo que provoca que se pueda acumular en los tejidos grasos
de los organismos. Dentro de este conjunto podemos encontrar distintos tipos de biotoxinas tales
como las Dinofisistoxinas (DTXs), Azaspiracidos (AZA), Yessotoxinas (Y TX), Acido okadaico (OA)
y las Pectenotoxinas (PTX)(Cortes, 1998; Diaz et al, 2019; FAO, 2004).

Las PTXs son una familia de biotoxinas poliéteres macrociclicos que son producidas junto al acido
okadaico y sus derivados exclusivamente en microalgas del género Dinophysis. En cuanto a sus
efectos toxicologicos, no hay tanta informacion como en el caso de otras biotoxinas marinas, ademas,
posee un gran numero de congéneres, algunos derivados de la interaccion con los moluscos. A la
fecha se han identificado sélo cuatro analogos: PTX-2, PTX-12, PTX-11 y PTX-13 (Blanco et al.,
2005) siendo la PTX-2 la toxina mas comunmente producida por especies de Dinophysis spp.
(Dominguez et al., 2010). Se ha reportado que la toxicidad en los organismos varia segiin la molécula
estudiada. Por ejemplo, Yasumoto et al. (1985) informaron que la dosis letal de PTX-1 y PTX-2
inyectadas intraperitonealmente a ratones era de 250 y 260 ug/kg respectivamente. Por otro lado, Ito
et al. (2008) estudiaron el efecto de la PTX-6 en ratones por via peritoneal, lo que dio como resultado
hemorragia en el higado, lesiones en los drganos géstricos y en los rifiones, concluyendo que la dosis
letal para de PTX-6 era de 500ug/kg, siendo asi menos toxica que la PTX-2.

La més comun dentro del grupo de PTXS y con ello la mas estudiada es la PTX-2. A nivel molecular,
se ha descubierto que es capaz de inhibir la polimerizacion de la proteina actina en las células, siendo
este efecto dependiente de la concentracion de toxina (Hori et al 1999). La actina es una proteina
filamentosa citoesquelética que esta asociada al crecimiento, movimiento y forma de las células.
Otros estudios han demostrado que la PTX-2 posee un efecto sobre el ciclo celular, induciendo la
detencion en la fase G2 (Moon et al., 2008; Kim et al., 2011; Shin et al., 2011). Esta fase es antecesora

directa de la mitosis y juega un papel crucial en el proceso de la division celular; una detencion en



esta fase impediria la ejecucion de la division celular, desencadenando diversas implicancias a nivel
microscopico (Kim et al., 2011). Entre el transcurso de la fase G2 ocurren varios procesos, dentro de
ellos se destaca la capacidad de reparar los posibles dafios en el ADN que se producen durante esta
etapa. En consecuencia, se evidencia que la fase G2 es esencial para el mantenimiento del equilibrio
celular.

Los organismos marinos son susceptibles a la interaccion con PTX-2 durante floraciones algales
nocivas, ya sea por la alimentacion directa de las microalgas toxicas o por la exposicion fisica con
estas biotoxinas disueltas en el agua. Sin embargo, existen pocos estudios que detallen el impacto que
puede tener la PTX-2 en ellos. En invertebrados Gaillard et al. (2020) evaluaron el efecto de la PTX-
2 en la calidad de los gametos de la ostra del Pacifico Crassostrea gigas. El estudio reveld que la
exposicion a concentraciones entre 4,3 y 42,95 ug/L PTX redujo el éxito de la fertilizacion entre
ovocitos y espermatozoides cuando fueron pre expuestos a esta toxina. Esto sugiere que existe una
alteracion en las caracteristicas celulares de los gametos, lo cual podria estar asociado al deterioro del
citoesqueleto de los ovocitos y espermatozoides, provocado por la inhibicion de la polimerizacion de
la actina, la cual esta involucrada a la motilidad de los espermatozoides y en la penetracion de estos
al ovocito (Gaillard et al., 2020). Otro estudio en moluscos indica que 179 ug PTX2/L (equivalente a
10.000 células Dinophysis/mL) induce mortalidad a las 48 hrs de al menos 50% en larvas de 7 dias
de edad en la ostra Crassostrea virginica (Pease et al., 2022).

En cuanto a vertebrados acuaticos, como peces, existe solo un estudio hasta el momento en donde se
expone a larvas de pez oveja (Cryprinodon variegatus) de tres semanas de edad, a concentraciones
de 4,3; 42,95; 214,75; 644.,25; 859; 1718 y 3436 ug/L PTX-2 por 96hrs. Como resultado, las
concentraciones mayores a 214,75 ug/L indujeron mortalidad en los individuos, derivado de una
insuficiencia respiratoria como consecuencia del dafo en los epitelios branquiales. Se observo
hinchazoén en la estructura branquial, desorganizacion celular y necrosis. En las concentraciones mas

altas, se observo la generacion de hiperplasia e hipertrofia en estas estructuras (Gaillard et al., 2023).

PTXs en Chile

En Chile se puede encontrar presente el género Dinophysis a lo largo de toda la costa (Diaz et al.,
2022). Las concentraciones reportadas de PTXs varian dependiendo de las matrices que se
consideren. En el norte de Chile, para las regiones de Atacama y Coquimbo, se han encontrado
concentraciones de 180 pg PTX2 /célula (Blanco et al., 2007). Por otra parte, Alves-de-Souza et al.,
(2014) reportaron 0,0022 ug/L PTX-2 en muestras pertenecientes al fiordo de Reloncavi. Otros
informes reportan 2,3 pg kg —1 en muestras del bivalvo Tagelus dombeii pertenecientes a la Bahia de

Tubul, en el Golfo de Arauco, Region del Biobio (Diaz et al., 2020).



Las regiones mas afectadas por las toxinas lipofilicas corresponden a la region de Los Lagos, Aysén
y Magallanes (Diaz et al., 2022), areas conocidas por su intensa actividad pesquera y acuicola (Estay
& Chavez, 2017), lo que implica que un evento de FANs podria tener repercusiones significativas en
las poblaciones humanas que sustentan dichas actividades. Por lo tanto, es crucial comprender como
las distintas toxinas lipofilicas afectan a los organismos del medio en las diferentes etapas de vida,
especialmente durante los primeros estados tempranos, los cuales son fases esenciales para la
repoblacion y conservacion de las especies. Los antecedentes entregados, indicarian que existe un
potencial riesgo atn no estudiado de forma completa para la poblacion marina expuesta a floraciones
algales nocivas que contengan Pectenotoxinas, por lo tanto, es necesario evaluar el dafio producido,

utilizando por ejemplo modelos bioldgicos como el pez cebra.

Pez cebra como modelo

El pez cebra (Danio rerio) es una especie de origen tropical el cual ha sido ampliamente estudiado y
utilizado como modelo bioldgico en investigaciones relacionadas a toxinas con relevancia en la salud
humana y ambiental (Teame et al., 2019). Este pez exhibe diversas caracteristicas que lo hacen ideal
como modelo experimental. Dentro del punto de vista fisico, destaca su pequefio tamafio, lo que
facilita su manipulacion, permitiendo tener varios individuos en espacios reducidos. Ademas, durante
su desarrollo embrionario y larval presentan una transparencia optica y permeabilidad a moléculas
pequefias, lo que es una ventaja para el estudio visual de estructuras y organos. Por otro lado,
presentan una alta fecundacion y rdpido crecimiento, lo que posibilita la obtencion de numerosos
individuos en un corto periodo de tiempo. (Hill et al., 2005). En 1995, Kimmel et al., definieron las
etapas del desarrollo embrionario y larval del pez cebra en horas post fecundacion (hpf) y dias post
fecundacion (dpf) a los 28,5°C, definiendo una escala estandar de desarrollo, los cuales han podido
definir bien cada etapa y asi estandarizar los estudios posteriores.

Dada las caracteristicas mencionadas es que se ha podido evaluar el efecto de contaminantes o
estresores ambientales en el desarrollo normal de esta especie. Por esta razon, se han implementado
pruebas de toxicidad aguda para evaluar el efecto de distintos productos quimicos en embriones de
pez cebra (OCDE, 2013). Los efectos producidos son variados y dependeran del compuesto quimico
considerado, la concentracion y el estado de desarrollo considerado. Por ejemplo, la 3.4-
dicloroanilina (3,4DCA 4 mg/L) produce coagulacion en huevos recién fecundados (Von Hellfeld et
al., 2020), el acido hexanoico (74 mg/L) indujo la formacion de edemas de tipo pericardico y de saco
vitelino en larvas recién eclosionadas. Otros compuestos como el acido 2,2-dimetilvalérico (285
mg/L), puede provocar en larvas tempranas efectos subletales como reduccion en el tamafio de los

0jOs.
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También se ha demostrado que el pez cebra es sensible a las biotoxinas tanto marinas como de agua
dulce por lo que se han desarrollado bioensayos para comprender el dafio y reducir el riesgo de
intoxicacion por contaminacion de alimentos (Barrio et al., 2015; Vargas et al 2015). Dentro de las
biotoxinas marinas lipofilicas que se han estudiado en pez cebra esta el acido Okadaico, el cual se ha
demostrado que genera hepatotoxicidad a las 24h de exposicion en larvas de 5 dias post fecundacion
(Pepe, 2022). También en esta misma toxina Yafiez-Bailey (2022) encontr6é que la exposicion por
inmersion a una concentracion de 0,1 ng/mL genera neurotoxicidad en larvas de la misma edad.
También Barrio et al (2015) estudié el efecto de tres biotoxinas marinas: STX, Acido Okadaico y
Acido Domoico encontrando que en embriones de pez cebra entre las 2 y 48 hpf se inhibe el desarrollo
de estos. Los efectos tdxicos dependieron de la dosis, siendo letal 5,6 ng de STX/g de pez, 500 ng de
AO/g de pez y 2700 ng de AD/g de pez, respectivamente.

Los antecedentes expuestos evidencian que el pez cebra es un candidato 6ptimo para investigar los
efectos de biotoxinas marinas lipofilicas como la PTX-2, la cual, como se menciond anteriormente,
se encuentra presente a lo largo de toda la costa de Chile. En este estudio se propone analizar la
mortalidad y alteraciones del desarrollo embrionario y larval de esta especie modelo expuestas a

concentraciones de PTX-2 presentes en las costas chilenas.
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Hipotesis

1. La exposicion a la toxina PTX-2 en concentraciones presentes en la costa chilena induce

alteraciones en el desarrollo embrionario y larval del pez cebra (Danio rerio).

2. La exposicion de la toxina PTX-2 en concentraciones presentes en la costa chilena induce

neurotoxicidad en estados tempranos del pez cebra (Danio rerio).

Objetivos

Objetivo general

Evaluar los efectos de tipo estructurales y neurologicos de la exposicion de PTX-2 en el desarrollo

embrionario y larval del pez cebra en el rango de concentraciones presentes en la costa chilena.
Objetivos especificos

1.-Cuantificar la mortalidad, malformaciones, tiempo de desarrollo y movimientos involuntarios en
embriones de pez cebra expuestos a concentraciones naturales de PTX-2 en costas chilenas en
comparacion con condiciones sin toxina.

2.-Cuantificar la mortalidad, malformaciones, anomalias morfoldgicas y actividad locomotora en
larvas tempranas desde la eclosion hasta la absorcion del vitelo en concentraciones naturales de PTX-

2 en costas chilenas en comparacion con condiciones sin toxina.

3.- Evaluar neurotoxicidad en embriones y larvas de pez cebra expuestos a concentraciones naturales

de PTX-2 en costas chilenas en comparacion con condiciones sin toxina.

12



Materiales y métodos

1. Obtencion de embriones

Para obtener los embriones se dispuso de reproductores de Danio rerio (linea Tab5). Para la
mantencion de los peces fueron utilizados estanques de vidrio de 15 L, los cuales se mantuvieron en
condiciones controladas con una temperatura de 27 =1 °C, oxigenacion continua, sistema de filtracion
UV, conductividad entre 500-700uS/cm3, un pH entre 7,0-7,4, fotoperiodo de 14hL:10hO horas y
una alimentacion de dos veces al dia con pellets de 300 um.

Para la obtencidn de las ovas, se instalo en dichos estanques un sistema de parideras, que consisten
en cajas plasticas con doble fondo. Las ovas depositadas en el sistema de cajas por los reproductores
fueron extraidas mediante un filtrado con un tamiz de 500 um. Seguidamente, mediante observacion
bajo lupa estereoscopica Stemi DV4 (Karl Zeiss), se seleccionaron los huevos fertilizados segin su
simetria, homogeneidad y uniformidad segtin lo descrito por Beekhuijzen et al. (2015). Los embriones
fueron mantenidos en medio E3 (NaCl 5mM; KCI 0,17mM; CaCI2 0,33mM; MgSO4 0,33mM) a

28°C en camara termorregulada hasta el montaje de los experimentos (Figura 1).

. Tamizisoitv) um

Reproductores Danio rerio '
(linea Tab5s)

[ &
g

: Seleccion de
huevos

Figura 1. Procedimiento de obtencion de ovas y posterior seleccion bajo lupa.
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2. Prevencion adsorcion toxinas

Investigaciones pasadas han reportado que toxinas pertenecientes al grupo de las biotoxinas
lipofilicas como el Acido Okadaico, presentan una adsorciéon a materiales plasticos de poliestireno
(Costa et al. 2020), material comUnmente utilizado en varios materiales de laboratorio. La
pectenotoxina esta considerada dentro del grupo de las biotoxinas lipofilicas, por lo que, para evitar
una posible interaccion entre la toxina y material de laboratorio plastico, se opto por utilizar viales de

vidrio de 1,5 ml en los procesos de exposicion.

3. Concentraciones de los tratamientos

Para establecer las concentraciones que corresponderian a los tres tratamientos con toxinas, se llevo
a cabo una revision bibliografica (Tabla 1) con los valores de concentracion de esta toxina presentes
en entornos naturales. A partir de este analisis se definieron las concentraciones de 0,8; 1,6,y 3,2 pug/L

que corresponden al rango encontradas en las costas de Chile.

Tabla 1. Concentraciones de PTX-2 obtenidas en muestras de agua mediante analisis de

espectrometria de masas y HPLC.

Concentracion (pg/L) Localidad Referencia
0,00117 East China Sea Xiaoqing TIAN et al.,(2022)
0,00119 - 0,10188 Daya Bay China Yang Liu et al., (2020)
0,49 - 14,4 Bohai Sea,China Junhui Chen et al., (2018)
0,0325 Queen Charlotte Sound, MacKenzie et al., (2005)

Nueva Zelanda

0,0534 Buller Bay, Nueva Zelanda MacKenzie et al., (2005)
107,5 Westport Nueva Zelanda MacKenzie et al., (2005)
0,000 18 Bahia Inglesa, Chile Blanco et al., (2007)
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0,0022 Fiordo de Reloncavi, Chile Alvez de Souza et al., (2014)

0,82 Fiordo Puyuhuapi, Chile Diaz et al., (2021)

1,9 Fiordo Puyuhuapi, Chile Baldrich et al., (2021)

4.- Preparacion estandar PTX y soluciones.

Se utilizé un estandar de toxina proveniente del Consejo Nacional de Investigacion de Canada. Esta
solucion estandar de pectenotoxina se encuentra suspendida en metanol, un compuesto reportado
como neurotoxico en concentraciones de 0,5% y 1% (Pacheco et al., 2006). Por este motivo, se
decidié extraer 100 ul de una ampolla estandar para ser evaporado hasta sequedad con un
concentrador de nitrogeno a 50°C con aireacion constante del gas. Seguidamente el extracto se
resuspendio en 100 pl de Dimetil sulfoxido (DMSO) al 0,2%. E1 DMSO es un disolvente polar,
comunmente utilizado como vehiculo para solubilizar compuestos lipofilicos en pruebas de toxicidad
(Rhiannon et al., 2012). En embriones de pez cebra se conoce que toleran bien la sustancia al menos
a concentraciones de 2,5% (Maes et al., 2012). Posteriormente para homogeneizar la solucién
preparada de toxina mas DMSO, fue llevada 60 segundos a vortex y posteriormente pasada a

centrifuga por 10 minutos.

5.- Controles.

Se establecieron tres grupos de control: un control negativo con medio E3, un control positivo y un
control con solvente. Para seleccionar el control positivo, se realizé una estandarizacion utilizando
embriones recién fecundados, los cuales fueron expuestos a 3,4-dicloroanilina, una sustancia
altamente toxica que se produce como subproducto de la transformacion de herbicidas y que se usa
como toxico de referencia en estudios de toxicidad para el desarrollo (Monteiro et al., 2006; OECD,
2013). Las concentraciones utilizadas fueron de 3 mg/L, 3,5 mg/L, 4 mg/L, 4,5 mg/L, 5 mg/Ly 5,5
mg/L. Se evalud la supervivencia, la tasa de eclosion y la presencia de edemas a las 24, 48 y 72 horas
de exposicion, respectivamente. El control con solvente consistié en DMSO, la sustancia en la que se
suspendid el estandar de pectenotoxina, utilizando concentraciones de 0,00112 %, 0,00224 % y

0,00452 %, equivalentes al porcentaje de DMSO presente en las concentraciones de PTX empleadas.
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6.- Disefio experimental ensayo desarrollo embrionario.

Los huevos recién fecundados que fueron seleccionados se trasladaron a una placa de 24 pocillos, que
conto con recipientes de vidrio. Se utilizaron 5 individuos por pocillo siendo 3 las réplicas para los
tratamientos y 3 grupos control. La placa fue mantenida en una incubadora (VELP) la cual se mantuvo
con una temperatura de 28°C. Cada 24hrs cada pocillo fue revisado con el objetivo de evaluar la
mortalidad, tasa de eclosion, presencia de edemas, malformaciones de cola como lordosis hasta llegar

a las 96h cuando los huevos eclosionaron (Figura 2).

—) @

Huevo recién fecundado Larvas con saco vitelino

Figura 2. Hlustracion de las etapas que incluye el desarrollo embrionario utilizado para el
ensayo. El ensayo comienza con la exposicion a la toxina una vez fecundados los huevos y

termina cuando los embriones pasan a larvas, teniendo aun su saco vitelino.

Luego los individuos ya larvas fueron pasadas placas Petri, separadas segin tratamiento, luego
anestesiadas con 10mg de tricaina y fotografiadas con el objetivo de tomar medidas de longitud total,
area saco vitelino, area ojo y area capsula otica (Figura 3). Para ello fue utilizada una cdmara Cannon
EOS Rebel T3, que estd incorporada a la lupa estereoscopica; posteriormente las fotos fueron

procesadas con el software ImageJ®.
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Figura 3. Fotografias detalle de las mediciones realizadas. a) fotografia de medicion de longitud
total b) fotografia medicion area de saco (Aumento 4x) c) fotografia medicion area de ojo

d) fotografia area de capsula otica (Aumento 5x).

7.- Disefio experimental ensayo desarrollo larval

Se realiz6 un ensayo eligiendo larvas de 3 dias posts fecundacion (dpf) recién eclosionadas. Estas
fueron colocadas en viales de vidrio los que se ubicaron en una placa de 24 pocillos. En cada vial se
colocd 1 ml de tratamiento junto con 5 larvas, obteniendo asi 3 réplicas por concentracion de toxina
(0,80 ug/L, 1,6 ug/L y 3,2 ug/L) medio E3 (control negativo), 3,4-DCA (control positivo) y los

respectivos controles solventes (DMSO). Luego de 2 dias de exposicion las larvas fueron extraidas
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de los viales para ser puestas en placas Petri, observadas y fotografiadas bajo lupa para posteriormente

realizar mediciones de longitud total, area de saco vitelino, area de ojo y area de capsula otica.

Larva con saco Larva sin saco
3dpf 5dpf

g - o

Figura 4. Ilustracion que indica las etapas que abarca el estudio del desarrollo larval. El ensayo
comienza con la exposicion de larvas de 3dpf'y termina cuando la larva absorbe su saco a

los 5dpf.

8.-Evaluacion movimiento espontianeo de cola y actividad locomotora.

Para evaluar el movimiento espontaneo de cola durante el desarrollo embrionario, se seleccionaron
al azar 12 de los 15 embriones obtenidos por tratamiento, después de 24 horas de exposicion a la
toxina. Estos embriones se trasladaron individualmente a una placa de 96 pocillos con fondo curvo,
cada uno conteniendo 100 pl de medio E3. Luego, la placa se colocé en el equipo Wmicrotracker®
(Phylum Tech) que se ubico sobre almohadillas antivibracion dentro de una cdmara de incubacion
(VELP) a una temperatura constante de 25°C. El movimiento espontaneo de cola del embridn se

midid en la oscuridad durante 20 minutos.

Para evaluar la actividad locomotora en larvas tempranas, se recolectaron larvas recién eclosionadas.
Luego de 48 horas de exposicion, se seleccionaron aleatoriamente 12 de las 15 larvas obtenidas por
tratamiento. Estos individuos fueron transferidos a una placa de 96 pocillos con fondo plano,
colocando una larva en cada pocillo, cada uno con 100 pl de medio E3. Al igual que en el ensayo
inicial, la placa se ubico en el equipo Wmicrotracker®, sobre almohadillas antivibracion dentro de
una camara de incubacion (VELP) a 25°C constantes. La actividad locomotora se midié en

condiciones de oscuridad durante 20 minutos.

9.-Disefio experimental neurotoxicidad mediante ensayo enrollamiento de cola en embriones de

pez cebra.
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El ensayo de enrollamiento de cola es un método que se ha propuesto con el objetivo de detectar
neurotoxicidad en embriones. En este ensayo se estudia el movimiento espontaneo de la cola del pez
cebra (Figura 5) que se produce desde las 17hpfy disminuye a partir de las 27 hpf (Saint-Amant &
Drapeau, 1998). Siguiendo el protocolo de De Oliveira et al. (2021) que demuestra que entre las 22 y
29 h los embriones presentan una actividad de enrollamiento constante, es que se expuso embriones
recién fecundados a 3,2 ug/L de PTX, con su respectivo control solvente de 0,00452% de DMSO por
24h. Luego de transcurrido este tiempo fueron seleccionados 8 individuos por tratamiento, los cuales
fueron trasladados a una placa de 96 pocillos de fondo curvo, posicionando un embridon por pocillo
en un volumen de 100 pL. La placa fue instalada en el microtracker (Phylum Tech). El equipo se
ubico sobre almohadillas antivibracion dentro de una camara de incubacion (VELP) a una
temperatura constante de 25°C. Una vez situada la placa, se midi6 la actividad durante 20 minutos de
acondicionamiento en oscuridad y luego 60 minutos con intervalos de luz/oscuridad de 10 min cada

uno.

(a) (b)

I\ A

Figura 5. Actividad de enrollamiento de la cola en embriones de pez cebra. a) Esquema que

muestra la direccion de los movimientos de la cola b) Embrion descorionado a las 26hpf
mostrando el enrollamiento de la cola de forma consecutiva. Figura extraida de De Oliveira

et al. (2020)

10.- Diseifio experimental Neurotoxicidad mediante ensayo de medicion de actividad locomotora
Siguiendo el protocolo de Manohar et al., (2019) quien propone exponer a larvas a al menos tres
ciclos de luz /oscuridad de 10 minutos de duracion cada uno para evaluar neurotoxicidad, es que se
expuso a larvas recién eclosionadas a concentraciones de 0,80 ug/L; 1,6 ug/L y 3,2 ug/L de PTX por
48h. Luego de transcurrido este tiempo fueron seleccionados al azar 8§ de 15 individuos por
tratamiento, los cuales fueron trasladados a una placa de 96 pocillos, posicionando una larva por

pocillo en un volumen de 100 uL. La placa fue instalada en el microtracker (Phylum Tech). El equipo
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se ubico sobre almohadillas antivibracion dentro de una camara de incubacion (VELP) a una
temperatura constante de 25°C. Una vez situada la placa, se midio la actividad durante 20 minutos de
acondicionamiento en oscuridad y luego 60 minutos con intervalos de luz/oscuridad de 10 min cada

uno.

11.- Analisis estadistico

Los datos fueron analizados a través del software GraphPad Prism, LLC (version 9.2.0). Se llevaron
a cabo test de normalidad (Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Sminorv) y homogeneidad de varianza (Test
de Levene) con el objetivo de definir si se deben aplicar pruebas paramétricas o no paramétricas como
ANOVA de una via o Kruskal-Wallis respectivamente. En el caso de que fueran paramétricas se
realizaron comparaciones multiples entre los tratamientos con el test de Tukey y cuando no fueron
paramétricas se realizo el test de Dunn. En el caso de los datos expresados en porcentaje como la
supervivencia o la eclosion, antes de aplicar las pruebas estadisticas, se aplico la transformacion

arcoseno.
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Resultados

1.- Control positivo: 3,4 DCA

Los resultados obtenidos para definir la concentracion indicada de 3,4DCA para ser incluido como
control positivo en los siguientes ensayos mostraron que la mayor mortalidad se presentd a las 72h,
en donde para concentraciones mayores a 4,5mg/L, la sobrevivencia se redujo en mas del 50%,
llegando a 0% en los tratamientos de 5 y 5,5 mg/L. En la mayoria de los casos se observd la
coagulacion de los huevos a las 24 h de exposicion (Figura 6 a). En todas las concentraciones se
observaron anomalias del desarrollo como la presencia de edemas pericardicos o de saco vitelino.
(Figura 6 b). Sobre la base de estos resultados, se eligi6é la concentracion de 3mg/L como control
positivo, que, si bien induce mortalidad, esto no fue total, logrando asi observar por mas tiempo las

alteraciones del desarrollo presentadas en las larvas vivas.

100

80

60

40+

20

% Sobrevivencia (72H)

Tratamientos

Figura 6. Estandarizacion control positivo. a) Huevo coagulado a las 24h post exposicion. b)
Detalle de presencia de anomalias en larva recién eclosionada: flecha indica edema del saco
y edema pericardico. c)Supervivencia de larvas expuestas a distintas concentraciones de 3,4

dicloroanilina.

21



2.- Ensayo desarrollo embrionario

En total se realizaron 3 ensayos para evaluar la toxicidad de la pectenotoxina en el desarrollo
embrionario del pez cebra. En el primer ensayo (Figura 7) se observo a las 96h, cuando los huevos
ya habian eclosionado, una mortalidad en el control positivo y en los tratamientos con mayor
concentracion de PTX, alcanzando una sobrevivencia de 93% en 1,6ug/L y un 86% en 3,2 ug/L de la
toxina. Sin embargo, también se observo una sobrevivencia de 73% en el control negativo, en base a
estos resultados se decidio descartar este ensayo por la mortalidad en el control negativo y repetirlo,
pero solo con la concentracion mas alta equivalente a 3,2 ug/L de PTX. No se observaron edemas ni

malformaciones en los individuos estudiados.

120 nd _ .

—_ B Medio E3
S 100-
3 mm 3 mg/L 3,4 DCA
= 80 == 0,80 ug/L PTX
% 60- == 0,00112% DMSO
>
2 40- 1,6 ug/L PTX
2 mm 0,00224%DMSO
S 20-
» B 3,2 ug/l PTX

0- mm 0,00452%DMSO

Tratamientos

Figura 7. Porcentaje supervivencia primer ensayo a las 96h post exposicion. Cada barra
corresponde al promedio de tres replicas (5 larvas/replica) de supervivencia a las 24h de
exposicion de medio E3 (control negativo), 3 mg/L de 3,4 DCA (control positivo) y DMSO
en distintas concentraciones como control solvente. No se presentan diferencias

significativas entre tratamientos. (K-W p=0,3901).

En el segundo ensayo para evaluar la toxicidad de la pectenotoxina en el desarrollo embrionario del
pez cebra hasta las 96 hpf, a diferencia del anterior solo se midi6 con un control negativo, el control
postivo y la concentracion mas alta evaluada anteriormente equivalente a 3,2 ug/L de PTX, con su
respectivo control solvente (0,00452% DMSO). Se observo una alta sobrevencia a las 96h post

eclosion en todos los tratamientos (100%) excepto en el tratamiento con 3,2 ug/L de PTX (Figura 8
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a). En este, la sobrevivencia de los individuos a las 96h alcanzé el 93%; pero no hubo diferencias

significativas entre los tratamientos ( K-W p>0,99).

En cuanto a la eclosion (Figura 8 b) se puede observar que a las 96h, post exposicion esta ocurrid en
un 100% en el medio E3 y el control solvente de toxina (0,00452%DMSO), mientras que en el control
positivo con 3,4DCA alcanz6 el 70% y el tratamiento con pectenotoxina no alcanzo el 50% de larvas
eclosionadas. No se observd edemas ni malformaciones en los individuos ya eclosionados; ni

diferencias significativas entre los tratamientos ( K-W p= 0,4436).
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Figura 8. Resultados segundo ensayo desarrollo embrionario a) Porcentaje supervivencia segundo
ensayo a las 96h. Corresponde al promedio de tres replicas (5 huevos/replica) de
supervivencia a las 96h de exposicion al medio E3, 3mg/L 3,4DCA, 3,2 ug/L de PTX y su
respectivo control solvente (0,00452%). No se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos. b) Porcentaje de eclosion a las 96h. Corresponde al promedio de tres
replicas (5 huevos/replica) expuestas al medio E3, 3mg/L 3,4DCA, 3,2 ug/L de PTX y su
respectivo control solvente (0,00452%) c) fotografia embrion muerto d) fotografia larva

recién eclosionada sin malformaciones.
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2.1 Evaluacion de la longitud total, area de saco vitelino, area ojo y darea de capsula dtica en

ensayos de desarrollo embrionario con DMSO como solvente.

La evaluacion de los parametros de crecimiento embrional como lo son la longitud total, area del saco
vitelino, area del ojo y area del capsula otica desde la fecundacion hasta los 4dpf, indica que solo
existieron diferencias significativas entre los tratamientos en las dos primeras medidas. En la longitud
total se puede ver (Figura 9a) que de los huevos expuestos al tratamiento con 3,2 ug/L de PTX, las
larvas recién eclosionadas crecieron menos en comparacion con el control negativo (Tukey
p=0,0058), sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento con 3,2 ug/L
de PTX y su control solvente (0,00452% Tukey p=0,4726). En cuanto al area de saco (Figura 9b) se
determind que las larvas recién eclosionadas en el medio E3 tuvieron menos area de saco que las
eclosionadas en los demas tratamientos, siendo las expuestas a toxina las que tuvieron la mayor area
del saco y con diferencias significativas con el control negativo (Tukey p = 0,0127). Sin embargo, al
realizar pruebas estadisticas entre las areas de saco a la concentracion de 3,2 ug/L PTX y su control
solvente, no se hallaron diferencias significativas (Tukey p = 0,2094), lo que sugiere que disminucion

en la absorcion del vitelo nos sea a causa de la toxina, si no que podria ser causada por el DMSO.

Ensayo desarrollo embrionario sin DMSO como solvente.

Los resultados anteriores mostraron una interferencia de parte del solvente, por lo que se decidid

hacer otro experimento, resuspendiendo la toxina directamente en medio E3.

Los resultados de este ensayo mostraron que existié una supervivencia del 100% en todos los
tratamientos exceptuando el tratamiento con 3,4 DCA en donde la supervivencia alcanzo el 93%
(Figura 10a). En cuanto a la eclosion esta fue de un 100% a las 72h en todos los tratamientos (Figura
10b). Lo anterior muestra que no hay un efecto directo de la toxina y que los efectos observados

anteriormente pueden ser atribuidos al solvente.
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Figura 9. Longitud total, area de saco vitelino, diAmetro de ojo y capsula é6tica en larvas recién
eclosionadas expuestas por 96h a los distintos tratamientos. Los valores corresponden
al promedio de tres replicas (5 larvas/replica) luego de 96h de exposicion de medio E3, 3

mg/L de 3,4 DCA 'y 3,2 ug/L de PTX junto con su control solvente (0,00452% DMSO).
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Figura 10. Porcentaje de (a) supervivencia a las 48h y (b) eclosion a las 72h. El valor corresponde
al promedio de tres replicas (5 larvas /replica) expuestas a medio E3, 3 mg/L de 3,4 DCA,
0,80 ug/L PTX ,1,6 ug/L de PTX y 3,2 ug/L de PTX.
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Evaluacion longitud total, area de saco vitelino, area de ojo y area capsula otica en ensayos de

desarrollo embrionario sin DMSO como solvente.

Los resultados obtenidos de la exposicion a pectenotoxina durante el desarrollo embrionario sin el
DMSO como solvente mostraron que, en relacion con la longitud total (Figura 11 a), las larvas recién
eclosionadas con mayor tamafio fueron aquellas eclosionadas de huevos incubados en medio E3
(control negativo), alcanzando una media de 1703 um; por otro lado, las larvas que menos crecieron
fueron las que eclosionaron de huevos expuestos a la 3,4 DCA teniendo una media de 1506 um. Por
otra parte, los analisis estadisticos mostraron que no existe diferencia significativa entre el control

negativo y los tratamientos con PTX (ANOVA p=0,1169).

En la medicion del area de saco vitelino (Figura 11b), los resultados obtenidos mostraron que las
larvas eclosionadas del control negativo absorbieron mas vitelo en comparacién con las demas,
obteniendo una media de 30.177 um”. Mientras que las que menos absorbieron vitelo fueron las larvas
del tratamiento con 1,6 ug/L de PTX, con una media de 43474 um?. Los andlisis estadisticos indicaron
que existen diferencias significativas entre el control negativo y los tratamientos con PTX (ANOVA
p=0,0002). En relacion con el area de ojo (Figura 11c¢) los resultados muestran que las larvas del
control negativo tuvieron una mayor area en comparacion con los demas tratamientos, siendo el
control positivo el que menor area de ojo alcanzd. Los andlisis estadisticos mostraron que existen
diferencias significativas entre el control negativo y el tratamiento con 3,2 ug/L de PTX (Tukey
p=0,0482). En relacion con la medicion de la capsula otica, los resultados muestran que las larvas del
control negativo fueron las que mas area de capsula 6tica tuvieron; mientras que el control positivo
fue el que menor area de capsula 6tica obtuvo (Figura 11d). Los andlisis estadisticos mostraron que
no existe diferencia significativa entre el control negativo y los demas tratamientos con PTX (ANOVA

p=0,3357).

Evaluacion longitud total, ojo y capsula dtica ensayo desarrollo larval sin DMSO como solvente

Los resultados obtenidos de la exposicion a pectenotoxina durante el desarrollo larval sin DMSO
mostraron que las larvas que en promedio mayor longitud alcanzaron desde los 3dpf hasta los 5dpf
fueron las expuestas a 1,6 ug de PTX. Por otro lado, el menor incremento se observo en larvas del
control positivo. Los analisis estadisticos realizados mostraron que no hubo diferencias significativas
entre el control negativo y los tratamientos con PTX (ANOVA p=0,6398) y que solo hubo diferencias

significativas entre el control negativo y el control positivo (Figura 10a).
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Figura 11. Evaluacién longitud total, drea de saco vitelino, didimetro del ojo y capsula dtica en

ensayo desarrollo embrionario. Cada valor corresponde al promedio de tres replicas (5
larvas/replica) luego de 96h de exposicion de medio E3, 3 mg/L de 3,4 DCA , 0,80 ug/L,
1,6 ug/L )y 3,2 ug/L de PTX.

En cuanto al area del ojo, las larvas que mas area de ojo presentaron fueron en el tratamiento con 1,6

ug/L, mientras que las que menos area de ojo tuvieron fueron aquellas del tratamiento con 3,2 ug/L

de PTX. Los analisis estadisticos realizados indican que existen diferencias significativas solo entre

los tratamientos con 1,6ug/L y 3,2 ug/L (Dunn p= 0,0188).

27



Las mediciones de la capsula dtica mostraron que la mayor area fue en el tratamiento con 0,80 ug/L
de PTX y el que menos area de capsula Otica tuvo fueron las larvas del control positivo. Los analisis
estadisticos indicaron que existen diferencias significativas entre el control positivo y el tratamiento
con 0,80 ug/L de PTX (Tukey=0,0026; Figura 10c).
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Figura 12: Evaluacién longitud total, ojo y capsula 6tica ensayo desarrollo embrionario.
Corresponde al promedio de tres replicas (n=5) luego de 96h de exposicion de medio E3, 3

mg/L de 3,4 DCA, 0,80 ug/L, 1,6 ug/L 'y 3,2 ug/L de PTX.

Evaluacion actividad locomotora en embriones

Los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad locomotora en embriones mostraron que los
embriones con mayor actividad promedio fueron los expuestos al medio E3, por otro lado, los que
menos actividad presentaron fueron los embriones del control positivo, los cuales presentaron

diferencia significativa en comparacion con el medio E3 (Wilcoxon test p= 0,0004). Los embriones
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expuestos a 3,2 ug/L. de PTX y 0,00452% de DMSO no mostraron diferencias en comparacion con el

medio E3 (K-W =9121).
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Figura 13: Promedio de actividad de embriones expuestos a medio E3, 3 mg/L 3,4 DCA, 3,2
ug/L PTX y su respectivo control solvente (0,00452%DMSOQO) luego de 24h de

exposicion. Los datos se expresan como el promedio de 8 réplicas (1 larva/replica).
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Figura 14. Promedio de actividad de larvas expuestas a medio E3, 0,80 ug/L, 1,6 ug/Ly 3,2 ug/L.

de PTX luego de 48h de exposicion. Los datos se expresan como el promedio de 8 réplicas

(n=1).
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Evaluacion actividad locomotora en larvas de pez cebra

Los resultados obtenidos de la actividad locomotora en larvas expuestas a la pectenotoxina muestran
que en general, tuvieron menor actividad locomotora en comparacion con el medio E3, esta diferencia
se puede observar en todas las concentraciones, siendo dosis dependiente (Figura 14; ANOVA p

<0,0001).

Evaluacion de efecto neurotéxico mediante ensayo enrollamiento de cola en desarrollo

embrionario a las 24 h de exposicion.

El promedio de la actividad voluntaria medida indica que hay diferencias significativas en los
primeros 20 minutos de ensayo, sin embargo, esto en el control positivo solamente (Figura 15a).
Luego entre los 50min y 60min en el cambio que corresponde a oscuridad, se nota un aumento en la
actividad de los embriones, siendo mas alta en el tratamiento con 0,00452% DMSO, el cual solo
muestra una diferencia significativa con la concentracion de 3,2 ug/L de pectenotoxina (Figura 15b).
En los siguientes 10 minutos, la actividad retorna a su nivel basal, observandose una menor actividad
en el tratamiento con pectenotoxina en comparacion con su control solvente, siendo esta diferencia
significativa. Finalmente, en los ultimos diez minutos, hay un aumento en el movimiento espontaneo
tanto en los tratamientos con PTX como en su control solvente; sin embargo, este incremento no es
significativo. Solo se observa una diferencia significativa al comparar el control positivo (3 mg/L 3,4

DCA) con el medio E3.

Evaluacion Neurotoxicidad en el desarrollo larval

La actividad locomotora fue evaluada durante 80 minutos con periodos de luz oscuridad de 10
minutos. En la figura 16 se muestra los patrones de actividad locomotora (a) y el promedio de

actividad en los periodos de luz/oscuridad.

En general, los patrones y el promedio de actividad locomotora medidos indican que en los periodos
de oscuridad, cuando las larvas deberian aumentar su actividad, las larvas expuestas a concentraciones
de 1,6 y 3,2 ug/L de PTX no lo hacen de la misma forma que las que se encontraban en el medio E3,

manteniendo promedios de actividad significativamente menor (Figura 16b).
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Discusion

El principal objetivo de este estudio fue la evaluacion del efecto sobre el desarrollo embrionario y
larval del pez cebra (Danio rerio) de la exposicion por inmersion a la biotoxina lipofilica
pectenotoxina en concentraciones presentes en las costas chilenas, durante un evento de floraciones
algales nocivas (FANs). Para esto se evalud de forma separada ambas etapas de desarrollo, estudiando

la supervivencia, parametros asociados al crecimiento, actividad locomotora y neurotoxicidad.

En embriones expuestos a concentraciones de 0,80 ug/L, 1,6 ug/L y 3,2 ug/L de PTX se evalud la
supervivencia y la eclosion. Los primeros resultados no fueron concluyentes debido a una inadecuada
seleccion de los huevos, ya que se emplearon huevos no fecundados que posteriormente se
coagularon. Esta experiencia destaca la importancia de conocer bien el modelo de ensayo para evitar
la pérdida de material y tiempo. Al repetir los ensayos, los resultados fueron contrarios a lo esperado
ya que las concentraciones de 0,80, 1,6 y 3,2 ug/L de PTX no produjeron mortalidad ni retraso en la
eclosion. Para este resultado existen dos posibles explicaciones; la primera es que la toxina no
atraveso el corion, y la segunda, que las concentraciones de la toxina eran demasiado bajas para tener
algun efecto significativo. El corion es una estructura que ofrece proteccion y actiia como la primera
barrera contra microorganismos, toxinas y otros estresores ambientales durante el desarrollo
embrionario del pez cebra, lo que puede influir en los estudios de toxicidad embrionaria (Tran et al.,
2021). En este estudio, se decidid no remover el corion, ya que el objetivo principal era recrear
escenarios ecologicamente relevantes. Sin embargo, los resultados sugieren que la toxina si logra
atravesar el corion, dado que, al analizar las medidas morfométricas, los individuos expuestos a PTX
durante el periodo del desarrollo embrionario, mostraron un mayor tamafio del saco vitelino en
comparacion con los demas, indicando un posible efecto en la absorcion del saco vitelino. Por otra
parte, no se observaron malformaciones en las larvas recién eclosionadas, lo cual podria atribuirse a
la baja concentracion de la toxina. En estudios similares con otras toxinas lipofilicas, como el acido
okadaico, se han registrado alteraciones como edemas y curvaturas de cola a concentraciones entre 1
y 15 pg/mL (Figueroa et al., 2020). Las medidas morfométricas son indicadores altamente sensibles
a la exposicion a sustancias toxicas (Dong et al., 2023) y son especialmente ttiles en estudios de

nanotoxicidad, como en el caso de nTiO: (Samaee et al., 2018).

El siguiente objetivo de este estudio fue cuantificar la mortalidad y malformaciones en larvas de pez
cebra expuestas desde la eclosion hasta la absorcion del vitelo a la PTX. Los resultados obtenidos

indicaron que no hubo mortalidad ni malformaciones en las larvas expuestas, lo que podria deberse a
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que las concentraciones utilizadas fueron demasiado bajas para generar estos efectos. Esto concuerda
con los hallazgos de Gaillard et al. (2023), quienes expusieron larvas de pez oveja de tres semanas de
edad a distintas concentraciones de PTX por inmersion durante 96 horas. En su estudio, la mortalidad
solo ocurrié a concentraciones superiores a 214,75 ug/L de PTX, una cantidad casi 60 veces mayor
que la utilizada en este estudio. Segun Gaillard et al. (2023), sus resultados pueden deberse al
mecanismo de accion de la PTX, la cual inhibe la polimerizacion de la actina (Hori et al 1999), una
proteina presente en las células de pilastra (Bettex Galland y Hughes, 1973) que se encuentran en las
laminas branquiales secundarias, y que desempefia un papel clave en el intercambio gaseoso, lo que

podria llevar a insuficiencia respiratoria y posterior muerte.

Debido al aumento de las concentraciones de gases de efecto invernadero por actividades
antropogénicas, se prevé que uno de los efectos de los cambios producidos sera la alteracion en la
frecuencia, duracion y distribucion geografica de las floraciones algales nocivas (Moore et al., 2008).
Esto podria conducir a concentraciones mas altas de PTX en el medio marino, representando un riesgo
para las poblaciones marinas, ya que se ha demostrado que concentraciones entre 4,3 y 42,95 ug/L
afectan el éxito en la fertilizacion entre ovocitos y espermatozoides (Gaillard et al., 2020). En otros
estudios en moluscos, se ha observado que una concentracion también alta de 179 ug/L PTX2
(equivalente a 10.000 células Dinophysis/mL) induce una mortalidad de al menos el 50% en larvas
de 7 dias de edad de la ostra Crassostrea virginica (Pease et al., 2022). Considerando esto, es posible
que, en el futuro a concentraciones mas altas de PTX, existan consecuencias significativas para las

poblaciones naturales.

En la evaluacion de la actividad locomotora de las larvas, que es un indicador del estado de condicion
de un organismo, se observo que las larvas expuestas a las concentraciones de PTX (sin uso de
DMSO) presentaban una menor actividad locomotora en comparacion con el control negativo. Este
resultado podria estar relacionado al estrés inducido por la exposicion a esta toxina o quizas asociado
al mecanismo de accion de la toxina que, como se menciond anteriormente, la PTX inhibe la
polimerizacion de la actina (Hori et al., 1999). En este caso, dicha proteina se puede encontrar en la
musculatura, ya que interviene en la contraccion muscular cuando se conecta con la miosina

(Remedios et al., 2003), por lo que se podria sugerir que la toxina podria estar afectando dicha union.

En este estudio se evalio también la posible neurotoxicidad inducida por la PTX en embriones y
larvas. Para el caso de los embriones se utilizé la prueba de enrollamiento de cola siguiendo el

protocolo de De Oliveira et al. (2021), que indica que entre las 22 y 29 horas post-fecundacion los
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embriones presentan una actividad constante de enrollamiento. Los resultados de esta evaluacion no
fueron concluyentes, ya que los embriones expuestos al control solvente mostraron una mayor
actividad en comparacion con los demas tratamientos. Aunque varios estudios sugieren que el DMSO
es un buen solvente organico para bioensayos a concentraciones menores al 1% (Maes et al., 2012;
De Oliveira et al., 2021), los resultados de este estudio no coinciden con estas conclusiones, puesto
que se determinaron alteraciones bajo los porcentajes indicados como seguros a utilizar. Por lo tanto,
los resultados de presente estudio, indican que posiblemente este solvente en las concentraciones

utilizadas induce un dafio neurotéxico y no permite evaluar el efecto de la toxina propiamente tal.

Por otra parte, para evaluar la neurotoxicidad en larvas, se expuso a larvas de pez cebra de 3 dpf
(recién eclosionadas) a 0,80 ug/L, 1,6 ug/Ly 3,2 ug/L de PTX durante 48h. Los resultados obtenidos
post exposicion a la toxina indica que existen alteraciones en los patrones de respuesta a los cambios
de luz/Oscuridad en los tratamientos 1,6 ug/L y 3,2 ug/L. Esta respuesta podria ser modulada por el
mecanismo de accion de la PTX, la cual podria estar alterando la neurogénesis. Si bien no existen
otros estudios que detallen el efecto de la PTX especificamente en la neurogénesis, existen estudios
como el de Dou & Zhang (2011) quienes investigaron el efecto neurotdxico del Pb en pez cebra,
encontrando que la neurotoxicidad inducida puede ser por una neurogénesis alterada mediante un
aumento de la apoptosis en las células neuronales y gliales. Si bien atin no se sabe el efecto de la PTX
en la neurogénesis, ésta mediante su mecanismo de accidn molecular, podria tener efectos
neurodegenerativos, debido a su acciéon en la inhibicion de la polimerizacién de la actina. Esta
proteina es importante durante el proceso de division de las células animales, ya que participa en la
citocinesis, en la creacion del anillo contractil (Zalacain et al., 2005) por lo que se sugiere que la

inhibicion de la polimerizacion podria afectar la génesis de nuevas neuronas.

Hasta ahora, este es el primer estudio que demuestra la neurotoxicidad en larvas de peces expuestos
a pectenotoxina, sin embargo, hay estudios en otras toxinas lipofilicas como el Acido Okadaico, en
donde se demuestra que esta sustancia a 0,1 ng/ml en larvas de 5dpf de pez cebra (Danio rerio),
reduce la actividad locomotora en relacion con el control negativo (Yanez-Bailey, 2022). Esto
coincide con nuestros resultados, en donde se alteran los patrones de respuesta a los cambios de
luz/oscuridad en los tratamientos con 1,6 ug/L y 3,2 ug/L de PTX, teniendo asi un efecto dosis

dependiente.

35



Conclusiones

La pectenotoxina en las concentraciones ensayadas no induce mortalidad embrionaria,
malformaciones ni alteraciones del desarrollo embrionario tales como longitud total, area de
capsula 6tica a excepcion del area de saco vitelino y area de ojo.

No hubo evidencias de alteraciones en la actividad locomotora ni de neurotoxicidad en
embriones inducidas por las concentraciones ensayadas.

El DMSO como solvente no es apto para ensayos de neurotoxicidad embrionaria puesto que
se ven alteraciones incluso en concentraciones bajo el 1%.

La pectenotoxina en las concentraciones ensayadas no induce mortalidad larval,
malformaciones ni alteraciones del desarrollo como longitud total, area de ojo ni area de
capsula odtica.

La pectenotoxina a concentraciones entre 0,80ug/L-3,2ug/L induce una diminucion de la
actividad locomotora en larvas de 3 dpf. Ademas, provoca neurotoxicidad a concentraciones
entre los 1,6ug/L-3,2ug/L mediante alteraciones en el comportamiento locomotor frente a
transiciones de luz/oscuridad.

Se rechaza la primera hipétesis planteada debido a que los resultados no son concluyentes,
por lo que no se puede asegurar que existe una alteracion significativa en el desarrollo
embrionario del pez cebra. Se acepta la segunda hipotesis planteada ya que existe una
alteracion en el desarrollo larval del pez cebra mediante alteraciones en la actividad

locomotora y efectos neurotdxicos.
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