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Resumen de la tesis que presenta Kassandra Beltran Solis como requisito parcial para la obtencién del
grado de Doctora en Ciencias en Ecologia Marina.

Efectos neurotodxicos subletales en totoaba (Totoaba macdonaldi) y lobina rayada (Morone
saxatilis) por alimento contaminado con acido domoico

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Adrian Rosales Casian Dra. Lus Mercedes Lopez Acuiia
Co-Director de tesis Co-Directora de tesis

El 4cido domoico (AD) es una neurotoxina potente producida por diatomeas del género
Pseudo-nitzschia, esta toxina ha ocasionado dafios en aves, mamiferos y otros vertebrados
marinos e incluso tambien a humanos. Sin embargo, en peces no se han detectado
afectaciones neuroconductuales cuando estdn expuestos naturalmente al AD, sino
Unicamente cuando este se administra de manera intraperitoneal. Por lo tanto, la idea inicial
es que los peces son menos sensibles al AD adquirido a través de rutas relevantes de
exposicion ecolédgicamente. En el presente trabajo se demuestra que el consumo de alimentos
con AD induce alteraciones neuroconductuales e histopatoldgicas en el cerebro y el corazén
de la totoaba (Totoaba macdonaldi) y de la lobina rayada (Morone saxatilis). En el presente
estudio se identificaron lesiones en el |6bulo dptico y el cerebelo en ambas especies después
de siete dias de exposicidn a una dieta con una concentracion de 0.776 ug de DA g™' y estas
persistieron en el tiempo. Asimismo, observamos que el tejido cardiaco presentaba lesiones y
melanismo focal en el atrio. Aunque las afectaciones en los tejidos cerebral y cardiaco fueron
evidentes, no se observaron signos excitotdxicos como los descritos en la literatura en otros
vertebrados. Sin embargo, se detecté disminucion en las respuestas conductuales en las
pruebas luz/oscuridad y antidepredador durante la exposicién al AD. Las alteraciones
conductuales y patoldgicas posiblemente ocasionen efectos relevantes.

Palabras clave: Biotoxina, neurotoxicidad, histopatologia, neuroetologia, peces marinos.



Abstract of the thesis presented by Kassandra Beltran Solis as a partial requirement to obtain the
Doctor of Science degree in Marine Ecology.

Sublethal neurotoxic effects in totoaba (Totoaba macdonaldi) and striped bass (Morone saxatilis)
by food contaminated with domoic acid

Abstract approved by:

Dr. Jorge Adrian Rosales Casian Dra. Lus Mercedes Lépez Acuiia
Co-Director de tesis Co-Directora de tesis

Domoic acid (DA) is a potent neurotoxin produced by diatoms of the genus Pseudo-nitzschia. This toxin
has caused damage in birds, mammals, and other marine vertebrates, as well as in humans. However,
no neurobehavioral effects have been detected in fish when they are naturally exposed to DA, but only
when it is administered intraperitoneally. Therefore, the initial idea is that fish are less sensitive to DA
acquired through ecologically relevant routes of exposure. The present work demonstrates that
consumption of food containing DA induces neurobehavioral and histopathological alterations in the
brain and heart of totoaba (Totoaba macdonaldi) and striped bass (Morone saxatilis). In the present
study, lesions in the optic lobe and cerebellum were identified after seven days of exposure to a diet
with a concentration of 0.776 pug de DA g™ and these persisted over time. We also observed that
cardiac tissue showed lesions and focal melanism in the atrium. Although the effects in brain and
cardiac tissues were evident, no excitotoxic signs were observed as described in the literature for other
vertebrates. However, decreased behavioral responses in light/dark and anti-predator tests were
detected during DA exposure. Behavioral and pathological alterations are likely to cause relevant
effects.

Keywords: biotoxin, neurotoxicity, histopathology, neuroethology, marine fish.
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Capitulo 1. Introduccidn

El 4cido domoico (AD) es una neurotoxina producida por varias especies de diatomeas del género
Pseudo-nitzschia (Vieira et al., 2015) es un analogo estructural del L-glutamato (Silvagni et al., 2005),
gue es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso de vertebrados. Es conocido
por afectar el sistema gastrointestinal, cardiaco y el sistema nervioso en aves y mamiferos marinos;
a través de su union con los receptores de glutamato presentes en el sistema nervioso y miocardio
de vertebrados (McHuron et al., 2013; Zabaglo et al., 2016), y causa una sobre activacién de estos
receptores que ocasiona la muerte neuronal y signos neurotéxicos como confusién, desorientacion,

convulsiones, coma, e incluso la muerte (Pulido, 2008; Lefebvre et al., 2001).

Ademas de producir efectos excitotdxicos, el AD genera alteraciones histopatoldgicas en
el sistema nervioso central de diferentes grupos de vertebrados (Lefebvre et al.,, 2010). Las
intoxicaciones por AD han sido reportadas en humanos (Bates et al.,1989), aves (Fritz et al., 1992;
Work et al., 1993; Sierra-Beltran et al., 1997) y mamiferos marinos piscivoros (Lefebvre et al.,2001;
Fire et al., 2010) pero no se han sido reportas en peces. Durante los florecimientos de especies
productoras de AD, las especies de peces filtradoras (sardinas y anchovetas) son uno de los vectores
principales de la toxina hacia niveles tréficos superiores debido a que pueden acumular
concentraciones de hasta 1175 pg AD g (Lefebvre et al., 2001). Sin embargo, no existe evidencia de
que los peces sean afectados por exposicidn natural al AD. Debido a esto, se creia que los peces no
eran neurolégicamente susceptibles al AD, esto probablemente asociado con un cambio en la
estructura de los receptores de glutamato en el sistema nervioso que lo que les conferia resistencia
(Lefebvre et al., 2007). Sin embargo, se ha demostrado que el AD administrado
intraperitonealmente (IP) afecta a los peces y el efecto neurolégico es similar a lo caracterizado en

otros modelos animales (Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 2007; Nogueira et al., 2009).

Por otra parte, no hay estudios sobre afectaciones del AD acumulado en el alimento de
especies de peces por lo que se creia que esta toxina no representa un riesgo para la salud de estos
organismos durante los florecimientos algales nocivos (FAN) de especies productoras (Hardy et al.,

1995; Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 2007). Por lo tanto, la idea existente es que los peces



son tolerantes al AD en condiciones naturales de exposicion (exposicion durante FAN y adquisicién

por via oral) o mucho mas tolerantes que otros vertebrados (Lefebvre et al., 2012).

Después del trabajo de Lefebvre et al. (2012) la investigacidn del efecto del AD en peces ha
sido escasa. Sin embargo, en experimentos recientes se documentd que la especie Tototaba
macdonaldi es susceptible al AD administrado oralmente, ya que los organismos presentaron
alteraciones tisulares importantes en cerebro y corazén (Beltran-Solis, 2021). Adn cuando no se
observaron signos conductuales de intoxicacidon con la dosis administrada en el periodo de
observacién, las alteraciones en el l6bulo dptico (cerebro) y en el corazén, indican que los
organismos pueden eventualmente desarrollar afectaciones fisicas que comprometan su desarrollo
y supervivencia (Beltran-Solis, 2021). Esto se acentuara si la exposicion es continua y/o crdnica y

existe una acumulacién del dafio tisular.

Adicionalmente, los peces pelagicos menores (planctivoros) son utilizados en la elaboracién
de harina de pescado, que es uno de los principales componentes de los alimentos balanceados
utilizados en la industria acuicola (Hardy et al., 1995). Dado que durante los florecimientos de
especies productoras estos organismos pueden acumular altas concentraciones de AD, es
concebible que el AD se encuentre en el suministro alimenticio de peces en cultivo a través de la
harina de pescado y alimentos balanceados siempre que la toxina persista durante el proceso de

manufactura (Hardy et al., 1995).

Durante la elaboracidon de harina de pescado no es comun que se realicen analisis de
presencia de toxinas en el material crudo o en el producto final, por lo que es posible que
inadvertidamente se utilice material que contenga AD. Por lo tanto, la harina de pescado preparada
a partir de pescados contaminados con la toxina representa un riesgo potencial para la industria
acuicola y para la salud publica al ser una ruta no convencional de adquisicidon de la toxina. Lo
anterior resalta la importancia de estudiar la permanencia y estabilidad del AD durante los procesos

de elaboracién de harina de pescado y alimento balanceado.

Por lo tanto, en el presente estudio se determiné el efecto del AD administrado a través del
alimento en Totoaba macdonaldi (totoaba) y Morone saxatilis (lobina rayada), dos especies de peces

de gran importancia para la industria acuicola en esta regién de Baja California, asi como también



se evalud la presenciay persistencia del 4cido domoico durante la elaboracidn de harina de pescado,

asi como sus efectos en un modelo mamifero.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Mecanismo de accion del acido domoico

El AD es un aminodcido excitatorio analogo al glutamato, por lo que tiene gran afinidad por los
receptores tipo ionotréopicos (NMDA, AMPA vy kainato, con mayor afinidad por este ultimo) de este
neurotransmisor que se localizan en el cerebro y miocardio de vertebrados (Bargu et al., 2012; Todd,
1993; Zabaglo et al., 2016). El glutamato activa los receptores tipo NMDA de la terminal post-
sindptica lo que genera un flujo de iones hacia el interior de la célula (Petroff et al., 2021). Cuando
el DA atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) en los organismos y se une a la receptores tipo
AMPA y receptores tipo kainato ocasiona la despolarizacion celular en la terminal pre-sinaptica
(Pulido, 2008) lo que desencadena una serie de eventos tipicos de excitotoxicidad (Petroff et al.,

2021).

La despolarizacidn celular activa la liberacién de iones de Na*y Ca* asi como la liberacidn de vesiculas
de glutamato en la terminal sindptica (Lefebvre et al., 2009). El efecto neurotdxico del AD sobre el
sistema nervioso central se manifiesta en signos como confusidn, desorientacién, convulsiones,
coma, e incluso la muerte (Bargu et al., 2012; Lefebvre et al., 2001). Asimismo, el AD genera
alteraciones tisulares como necrosis oncdtica en regiones especificas del cerebro, degeneracién
neuronal en células de Purkinje y pérdida del neuropilo en el sistema nervioso central (Lefebvre et

al., 2010; Pulido, 2008) (Tabla 1).

Estas alteraciones observadas en los diferentes grupos de vertebrados también estan acompafnadas
por afectaciones en el tejido cardiaco ya que posee una cantidad significativa de receptores
iontrépicos de glutamato (Zabaglo et al., 2016) cuya activacién ocasiona una cascada de eventos

bioquimicos que llevan a lesiones celulares y tisulares (Pulido, 2008).



1.1.2 Efecto del acido domoico en tejidos

Ademas de los impactos neuroconductuales inducidos por el AD, existe evidencia de que esta toxina
genera efectos histopatoldgicos en el sistema nervioso central de vertebrados (Lefebrve et al., 2010)

(Tabla 1). El dafio tisular por exposicidén al AD puede asociarse a la activacién de dos vias de accion:

Tabla 1. Lesiones histopatoldgicas por exposicidn al AD en distintos grupos de vertebrados.

Especie Tipo de exposicion Histopatologia Autor
Cerebro:
Humant? Natural Necr95|s_ Teitelbaum (1990)
Homo sapiens Astrocitosis
Atrofia neuronal
Cerebro:
Macaco cangrejero . Vacuolizacién del neuropilo Tryphonas et al.,
> ) Intraperitoneal o
Macaca fascicularis Astrocitosis (1990)
Necrosis
Corazon:
Lobo marino de Vacuolizacion de citoplasma en
California Natural cardiomiocitos Zabka et al., (2009)
Zalophus californianus Separacion entre fibras
Edema intersticial
Cerebro:

Atrofia en hipocampo
Pérdida células granulares
Pérdida células piramidales

Foca marina del Norte Natural Edema en neuropilo Lefebvre et al.,
Callorhinus ursinus Corazon: (2010)
Degeneracion vacuolar en miocardio
Necrosis
Reemplazo de cardiomiocitos por
adipocitos
Dorada Intraperitoneal No se reportaron Nogueira etal.,
Sparus aurata P P (2010)
Corazon: Vranvac
Rata Intraperitoneal Vacuolizacidn de cardiomiocitos 4
. . . Tramounandas et
Rattus sp. Intrahipocampal Necrosis inflamatoria
. L. . . . al., (2011)
Infiltracién de células inflamatorias
Cerebro:
, Necrosis en hipocampo
Foca comun del 4 P P
- Pérdida neuronal McHuron et al.,
Pacifico Natural Hemorragias (2013)
Phoca vitulina richardii ’g
Corazén:
Necrosis en miocardio
, Cerebro:
Ratén . . . -
Intraperitoneal Atrofia en hipocampo Vieira et al., (2015)
Mus musculus .
Necrosis
. Schaffer et al.,
Tiburon leopardo .
Intraperitoneal No se reportaron (2016)

Triakis semifasciata




1. Inflamacidn del tejido: Los receptores iontrdpicos de glutamato son canales selectivos de
Na*, Ca?* y K*, por lo que cualquier sobreactivacién de estos puede resultar en dafio tisular
osmotico, como inflamacién derivada de un flujo constante de cationes y liquido
extracelular al interior de la célula (Pulido, 2008).

2. Incremento en la concentracion de Ca?* intracelular: El exceso de Ca2+ es altamente tdxico
para las células al activar diferentes vias enzimdticas y cascadas de sefializacién, incluyendo
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Zabaglo et al., 2016) y dafio por
fosforilacién oxidativa (Pulido, 2008). Ademas de la activacidn de enzimas nucleares que

desencadenan la muerte celular o necrosis oncética (Zachary et al., 2017).

La actividad cardiotéxica del AD ha sido confirmada por el dano extensivo en el corazén de
leones marinos (Zabka et al., 2009) y pez cebra (Hong et al., 2015). Estudios in vitro han demostrado
que la estimulacién de los receptores NMDA en cardiomiocitos puede ocasionar apoptosis (muerte
celular) a través del incremento de Ca?* intracelular y ROS (Gao, et al., 2007), asi como a

fragmentacion de fibras musculares e infiltracidon de leucocitos (McHuron et al., 2013).

1.1.3 Efectos conductuales

Aunque los mecanismos moleculares de la intoxicacidon por AD han sido ampliamente estudiados y
parecen ser consistentes entre vertebrados, las relaciones dosis-respuesta y patrones de dafio
cerebral no son iguales entre los modelos de laboratorio y organismos naturalmente expuestos
(Cook et al., 2016). El dafio neurolégico por AD en mamiferos se localiza principalmente en el
hipocampo (Silvagni et al., 2005; Goldstein et al., 2008; Pulido, 2008; Montie et al., 2012; Vieira et
al., 2015) ya que es la region del cerebro que posee la mayor concentracion de receptores de kainato
(Barnabeu & Sharp, 2000; Londo et al., 1980). Por lo anterior, la mayor parte de la investigacion
conductual en organismos afectados por AD se ha enfocado en el hipocampo y sobre las funciones
conductuales y cognitivas que controla (Cook et al., 2016). En leones marinos de California (Zalophus
californianus) se ha demostrado que la conducta perseverante, que se define como la falta de
flexibilidad conductual o la tendencia a repetir comportamientos sin utilidad (Sandson & Alert,
1987), puede llevar a los organismos afectados por el AD a efectuar persistentemente estrategias

de forrajeo poco efectivas, convirtiendolos en depredadores menos eficientes (Goldstein et al.,



2008; Cook et al., 2016).

El hipocampo es una region del sistema nervioso central que no se encuentra desarrollada
en todos los organismos, como en los peces (Schaffer et al., 2006). Por lo que pueden existir
diferencias potenciales entre especies en el dafio neurolégico ocasionado por el AD. Esto evidencia
la necesidad del uso de modelos animales ecolégicamente relevantes para el estudio del efecto de
la toxina (Buckmaster et al., 2014; Cook et al., 2015), asi como contrastar los efectos neuroldgicos
entre especies, esto permitira una evaluacion mds confiable sobre el comportamiento
desadaptativo y déficits cognitivos en animales silvestres expuestos naturalmente al AD (Cook et al.,

2016).

1.1.4 Efecto del 4cido domoico en peces

Posterior al primer evento de intoxicacién en humanos ocurrido en el afio 1987 (Bates et al., 1989)
se han realizado numerosos estudios de laboratorio para evaluar el efecto del AD en diferentes
especies de vertebrados. Se han utilizado distintos regimenes de exposicidn, entre los que se
incluyen inyeccién intraperitoneal y exposicion por via oral (Lefebvre et al., 2007). Los signos
excitotoxicos son similares en la mayoria de los vertebrados examinados (Tabla 2). Sin embargo, los
peces presentan una respuesta neurotdéxica solamente al ser expuestos al AD por via
intraperitoneal. Mientras que la exposicion por via oral no ha manifestado signos evidentes de
intoxicacion (Hardy et al., 1995; Lefebvre et al., 2007) (Tabla 3). En el caso de los peces, se ha
descrito el efecto agudo de la exposicién al AD via intraperitoneal en especies como anchoveta
nortefla (Engraulis mordax), salmén (Coho salmon) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
enfocandose estos estudios en sus comportamientos (Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 2007,
Bakke et al., 2010), en los cuales se demostrd que los peces presentan una respuesta conductual
similar a la descrita para otros grupos de vertebrados al mostrar alteraciones en la forma de nadar,
caracterizadas por nado vertical, nado en espiral y nado en circulos (Tabla 3).Por otro lado, peces
como salmadn, anchoveta y sardina, no mostraron signos de excitotoxicidad al ser expuestos a una
Unica dosis por via oral, por lo que se concluyé que los peces presentan una tolerancia mayor a la
exposicidn por via oral al AD en comparacién con humanos y mamiferos marinos (Lefebvre et al.,

2012).



Tabla 2. Signos conductuales de excitotoxicidad en diferentes especies de mamiferos.

Mamiferos
Dosis
Especie Exposicion Signos Autor
mgAD kg!
Rascado
Ratén 0.59 Convulsiones
Intraperitoneal Iverson et al., (1989)
Mus musculus Muerte
2.4 Muerte
9-18 No se reportaron
Ratdn Oral Rascado
35-70 Iverson et al., (1989)
Mus musculus Convulsiones
47-104 Muerte
Vomito subito
Intraperitoneal 4
Masticacion
Macaco cangrejero
Movimiento de labios Tryphonas et al., (1990)
Macaca fascicularis
Intravenosa 0.025-0.5 Masticacion
Voémito
1.5-2 Reduccioén de actividad
Hiperactividad
Ratén
Intraperitoneal 2.5 Convulsiones Vieira et al., (2015)

Mus musculus

Pérdida de equilibrio

3.5

Muerte




Tabla 3. Signos conductuales de excitotoxicidad en diferentes especies de peces.

Peces
g ! £ .. Dosis si Aut
specie xposicion ignos utor
P P mgAD kg? &
Trucha arcoiris
3 Oral 50 No se reportaron Hardy et al., (1995)
Oncorhynchus mykiss
Anchoveta nortefia
) Oral 40 No se reportaron Lefebvre et al., (2001)
Engraulis mordax
= Desorientacion
Anchoveta nortefia .. .
) Intraceldmica 1-14 Nado en espiral Lefebvre et al., (2001)
Engraulis mordax
Muerte
Sardina Monterrey
) Oral 66 No se reportaron Lefebvre et al., (2002)
Sardinops sagax
Salmén plateado
) Oral 10-12 No se reportaron Lefebvre et al., (2007)
Oncorchynchus kisutch
Salmén plateado L. Nado circular
. Intraceldmica 0.25-34 . Lefebvre et al., (2007)
Oncorhynchus kisutch Nado en espiral
Pez cebra P
3 ] Intraceldmica 0.47 No se reportaron
Danio rerio
L. Lefebvre et al., (2009)
Nado erratico
1.2 Nado en circulos
Nado en espiral
0.45 No se reportaron
Dorada
Intraceldmica 0.9 No se reportaron Nogueira et al., (2010)
Sparus aurata Nado circular
9

Nado en espiral




1.2 Justificacion

La exposicion al AD altera el comportamiento de los animales, y aunque el efecto agudo de la
intoxicacion puede ser fatal, muchos sobreviven a la exposicidn inicial. Sin embargo, los efectos
conductuales persistentes de la exposicion al AD pueden interferir con la sobrevivencia a largo plazo,
por lo que es necesario estudiarlos en mayor profundidad. Un mejor entendimiento de los efectos
conductuales en organismos expuestos de forma continua puede también contribuir al diagndstico
y tratamientos veterinarios (Cook et al., 2016). Existe poco conocimiento sobre los efectos del
consumo croénico de AD por via oral en peces. En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas
durante 15 semanas con alimento contaminado con AD, la toxina no se acumuld en sangre o tejidos
por lo que se concluyd que no constituye un riesgo para la salud del animal o del consumidor
humano de estos peces (Hardy et al., 1995). Por otra parte, en salmén plateado (Oncorhynchus
kisutch), anchoveta nortefia (Engraulis mordax) y sardina Monterrey (Sardinops sagax) se observo
acumulacidn de la toxina en higado, rifidn y cerebro al ser expuestos al AD en forma disuelta por via
oral, sin presentar signos de excitotoxicidad (Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 2002; Lefebvre et
al., 2007). Los peces pueden acumular toxinas en sus érganos sin manifestar signos de toxicidad
(Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 2007). Sin embargo, la presencia de AD en érganos clave como
el cerebro y corazén puede representar un riesgo para la salud de los animales al ocasionar lesiones
por exposicién a largo plazo. Ademas, los peces pueden llegar a convertirse en vectores no
convencionales para otros organismos e incluso significar un riesgo a la salud publica. Existe la
posibilidad de que la toxina se encuentre en alimentos balanceados usados en acuicultura u otros
sectores agropecuarios. Dado que la harina de pescado se produce a partir de sardinas y/o
anchovetas que pueden acumular cantidades importantes de AD cuando estén expuestas a FAN de
especies productoras de esta toxina. Si el AD resiste el proceso de fabricacion, esto resultaria en
alimentos balanceados contaminados, representando un riesgo potencial para la salud de los

animales que consumen dichos alimentos y para los consumidores humanos.

1.3 Hipétesis

El 4cido domoico adquirido a través del alimento representa un riesgo para la industria acuicola 'y

para otras industrias que utilizan la harina de pescado. La acumulacién de la toxina produce efectos
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excitotoxicos que se manifiestan en alteraciones en drganos, procesos fisiolégicos y conductuales

que pueden resultar en eventos de mortandad de organismos de cultivo.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

e Determinar el efecto del acido domoico adquirido a través del alimento en especies de
importancia acuicola, asi como evaluar la estabilidad de la toxina durante la produccion

de harina de pescado.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar el dafio tisular generado en el cerebro y el corazén de Totoaba macdonaldi y
Morone saxatilis por la ingesta de acido domoico en alimento fresco, con especial atencién
a las alteraciones estructurales cerebrales.

e Determinar las respuestas conductuales especificas en Totoaba macdonaldi y Morone
saxatilis inducidas por el consumo de acido domoico.

e Analizar la presencia y persistencia del acido domoico en las distintas etapas del proceso de
elaboracion de harina de pescado y alimentos balanceados.

o Determinar los efectos del consumo de alimento balanceado con acido domoico en un

modelo mamifero.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Ensayo de ingesta de alimento fresco con acido domoico en Totoaba

macdonaldi y Morone saxatilis

2.1.1 Organismos de Totoaba macdonaldi y Morone saxatilis

Se obtuvieron 45 juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) (peso promedio = 3.47 + 0.94 g DE; 3.2
meses de edad) producidos por la Unidad de Biotecnologia y Piscicultura de la Facultad de Ciencias
Marinas (FMC) de la Universidad Auténoma de Baja California (UABC) y se obtuvieron 45 juveniles
de lobina rayada (Morone saxatilis) (peso promedio = 16.2 + 3.93 g DE) producidos por la empresa
Pacifico Aquaculture de Ensenada, Baja California. Los organismos se distribuyeron en tres acuarios
de 20 L (15 organismos por acuario) equipados con un filtro de cascada y bombas de aireacidon. Se
mantuvo una temperatura entre 17 y 20 °C y un fotoperiodo de 14:10 (L:0O). Se realizaron cambios
de un tercio de agua de cada acuario diariamente. Los organismos fueron aclimatados durante 10
dias previo al inicio de cada experimento. Los peces fueron alimentados a saciedad dos veces al dia
con una dieta de pellet comercial (EWOS salmon diet, Astra-Ewos, AB, Sweden) durante el periodo

de aclimatacion.

2.1.2 Preparacion de dietas

Se prepararon dietas de alimento fresco (sardina) empleando material de referencia certificado
(National Research Council of Canada) para acido domoico (CRM-ASP-Mus-D). El material fue
mezclado con sardina que fue capturada en Bahia Todos Santos en enero de 2021 y que fue
analizada para presencia de dcido domoico, encontrandose libre de la toxina. La sardina fue molida
y mezclada con el material de referencia para obtener una dieta experimental con una
concentracién esperada de 0.801 pg AD g* Se afiadié grenetina a la mezcla de sardina molida para
obtener un alimento consistente. El alimento se colocd en bolsas de plastico con cierre hermético

y se mantuvieron en congelacién hasta su utilizacion. Para la dieta del grupo control se llevé a cabo
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el mismo procedimiento con material de referencia control (CRM-Zero-Mus)

2.1.3 Anadlisis de dietas por HPLC

Los alimentos preparados fueron analizados mediante un cromatégrafo de liquidos acoplado a un
espectrometo de masas de triple cuadrupolo (LC-MS/MS) para cuantificar la concentracion de acido
domoico (AD). La extraccion se realizd en tubos de plastico color dmbar donde se colocé la muestra
y se afadio el solvente de extraccion (MeOh 50%) en una relacion 1:4. Las muestras fueron
homogenizadas en un homogeneizador de tejidos durante 3 minutos. Posteriormente se
centrifugaron a 13, 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se filtré utilizando filtros de
polipropileno Agilent Techonoloies de 0.2 um de tamafio de poro, el filtrado se recuperd en un tubo

ambar de 1.5 ml. Se afiadié acido triflouoroacético (TFA) a una concentracion final de 0.15%.

El analisis por LC-MS/MS se realizé siguiendo el protocolo descrito por Mafra et al. (2009).
Utilizando un espectrometro de masas Agilent 6470 con triple cuadrupolo con fuente de ionizacidn
electrospray que utiliza nitrégeno como gas de nebulizacién y una columna analitica Agilent Zorbax
Eclipse Plus-C18 (100 x 2.1 mm de diametro interno, tamafio de poro 1.8 um). El tiempo de corrida
fue de ocho minutos a una temperatura de 45°C con un flujo constante de 0.25 ml min* La fase
movil fue agua + acido férmico (0.2%) como solucidn A y acetronitrilo + acido férmico (0.2%) como
solucién B. El gradiente de bombeo en dicha fase fue (Tiempo, %B): 0 min, 10%, 4 min, 35%, 7.3 min,

35% vy 8 min, 10%.

2.1.4 Bioensayo de alimentacidn

Para cada especie se selecciond un acuario para el grupo experimental y otro para el grupo control.
Transcurrido el periodo de aclimatacion al sistema se llevé a cabo la transicion de dieta comercial
(DC) a alimento fresco con AD (AF-AD) de la siguiente manera: durante los primeros 14 dias se
alimentaron 50% DC — 50% AF-AD. El dia 15 se hizo la transicién a 100% AF-AD. Grupo experimental
y grupo control fueron alimentados a saciedad aparente dos veces al dia y los organismos fueron

observados para detectar cualquier comportamiento inusual. Al ocurrir el rechazo del alimento
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contaminado con acido domoico se continué la alimentacidn con dieta comercial hasta completar

90 dias.

2.1.5 Pruebas conductuales

2.1.5.1 Prueba de aprendizaje conductual en Morone saxatilis

Cuando los organismos de lobina rayada que consumian la dieta experimental (HC-Diet) cesaron el
consumo de la misma, cuatro organismos fueron marcados con un identificador en la aleta caudal y
transferidos al acuario donde se encontraban los organismos de la dieta control (LC-Diet). También,
cuatro organismos que recibian la dieta control (LC-Diet) fueron marcados y transferidos al acuario
de los organismos que recibian la dieta experimental (HC-Diet). El esquema de alimentacidn se
mantuvo de la forma original (Figura 1). El comportamiento de los organismos fue evaluado en

ambos acuarios.

witfe-

o LC-diet
v

e

® HC-diet
v

Figura 1. Montaje de prueba conductual de aprendizaje. Se indica con etiqueta roja los organismos
previamente expuestos a la dieta experimental con alta concentracién de AD (Dieta-HC). Con etiqueta azul los
organismos previamente expuestos a la dieta control con baja concentracion de AD(Dieta-LC). Organismos
con etiqueta roja fueron transferidos al acuario que recibe dieta-HC y viceversa.
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2.1.5.2 Prueba de luz/oscuridad en Totoaba macdonaldi

2.1.5.2.1 Descripcion de la prueba

El protocolo de la prueba de luz/oscuridad o escototaxis (preferencia por oscuridad) es un modelo
para peces que es utilizado para evaluar los efectos conductuales de sustancias téxicas, asi como los
efectos de agentes farmacoldgicos (Maximino et al., 2010). La prueba se basa en la preferencia
natural por el entorno oscuro que ha sido documentada en algunas especies de peces (Sandoval-
Herrera et al.,, 2019) como pez cebra (Danio rerio), mojarra oreja azul (Lepomis macrochirus),
ginbuna (Carassius niloticus), pez tetra cardenal (Paracheirodon axelrodi) y morena de California
(Gymnotus carapo) (Serra et al., 1999; Yoshida et al., 2005; Gouveia et al., 2005; Maximino et al.,
2007). Este comportamiento se denomina escototaxis y funciona como una estrategia de defensa
para evitar a los depredadores, ya que los lugares oscuros hacen mas dificil distinguirlos del sustrato

(Sandoval-Herrera et al., 2019).

Para la prueba de escototaxis los individuos se colocaron en un compartimento de
interseccién localizado entre un compartimento claro y uno oscuro. La interseccion esta delimitada
por dos puertas de acrilico transparente que son removidas luego de un intervalo de habituacidn de
cinco minutos. El organismo puede explorar libremente el espacio mientras que el observador
registra su comportamiento durante 15 minutos. Los efectos ansioliticos (aumento del tiempo en el
compartimento claro) pueden determinarse simultdneamente con una medida del incremento o
disminucién de la actividad natatoria (el nimero total de entradas en ambos compartimientos)
(Maximino et al., 2010). Esta ultima es un pardmetro frecuentemente utilizado en estudios
toxicoldgicos debido a que cambios en la actividad motora comidnmente reflejan un efecto en el
sistema nervioso (Sosa y Nunes, 2020). Esto puede representar un indicador de importancia
ecolégica al condicionar procesos biolégicos comunes como alimentacion, evasion de

depredadores, actividad reproductiva y camuflaje (Sosa y Nunes, 2020).

2.1.5.2.2 Aplicacién de la prueba

Se utilizd un acuario de 15 L similar al descrito por Maximino et al. (2010) (Fig. 2), dividido en dos
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compartimentos iguales, una mitad clara y una mitad oscura. Las paredes y el fondo del acuario
fueron cubiertos con papel adhesivo no reflectante blanco o negro, garantizando un sustrato
uniforme para cada compartimento y con la finalidad de evitar la tendencia a formar cardimenes o
interactuar con el propio reflejo. El acuario incluia dos puertas corredizas de acrilico coloreadas por
la parte interna del mismo color del lado del acuario que correspondia, obteniendo asi un
compartimento central. Cada individuo fue removido del acuario de mantenimiento y fue colocado
en un recipiente temporal de transporte para llevarlo hacia el acuario de prueba. Utilizando una red
el organismo fue colocado en el compartimento central del acuario de prueba. Después de un
periodo de habituacidén de cinco minutos, las puertas de acrilico fueron removidas permitiendo al
organismo explorar el acuario de prueba. La actividad fue registrada durante un periodo de 15
minutos utilizando una camara colocada en la parte superior del acuario y se evaluaron los

siguientes parametros en cada organismo:

e Numero de entradas a cada compartimento. Se considerd una entrada cuando dos terceras
partes de la longitud total del organismo se encontraban en uno de los compartimentos.

e Tiempo (segundos) en cada compartimento.

e Numero de eventos de “congelamiento”: se definié como la ausencia de actividad natatoria
durante mas de 10 segundos.

e Tigmotaxis. Es la tendencia de un organismo a permanecer cerca de las paredes del acuario.
Se midid el tiempo (segundos) durante el cual el organismo permanecié con contacto con

las paredes.

Transcurridos los 15 minutos de la prueba, el organismo fue removido del acuario de prueba
utilizando una red y fue colocado en un acuario temporal de “descarte” hasta que se realizaron las

pruebas con todos los organismos del acuario de mantenimiento.
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Figura 2. Acuario para prueba de luz/oscuridad (escototaxis). El acuario se divide en una seccién oscura
(paredes cubiertas con papel negro) y una seccion clara (paredes sin cubrir). En la parte media del acuario hay
un comparimento de interseccion delimitado con puertas moviles donde el organismo es colocado para su
habituacién previo al inicio de la prueba.

2.1.5.3 Prueba de conducta antidepredador en Totoaba macdonaldi

2.1.5.3.1 Procedimiento

La prueba antidepredador fue utilizada para evaluar la respuesta de escape de los organismos
expuestos a AD y de los organismos control ante un ataque simulado de un depredador. Se utilizé
un modelo de silicon de un pez ledn (Pterois sp.) para simular el ataque. Cada organismo fue
colocado en un nuevo acuario separado del resto del grupo. Luego de un periodo de habituacién de
cinco minutos, el “depredador” fue introducido en el acuario generando una perturbacion el agua
(Fig. 3) que simulé un ataque repentino. Se grabd la respuesta de cada organismo con una camara
colocada en la parte superior del acuario. La respuesta de escape se definid como el tiempo
transcurrido entre la entrada del depredador y la flexién del pedinculo caudal del organismo (C-
startle reflex) (Fig. 4), y el tiempo se midid con el andlisis posterior de los videos obtenidos de cada

prueba (Fig. 4).



17

Figura 3. Acuario para prueba antidepredador. La prueba se realiza en el mismo acuario que la prueba de
luz/oscuridad. Se indica la manera en que el modelo de silicon del depredador es ingresado al acuario.
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Figura 4. Reflejo de arranque en C (C-start reflex). Flexién del pedunculo caudal en peces como técnica de
escape.

2.1.5.4 Analisis de videos de pruebas conductuales

Los videos obtenidos durante cada sesion de las pruebas conductuales fueron analizados utilizando

el software Cowlog, software de cédigo abierto para codificar comportamientos a partir de video
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digital (Hanninen y Pastell, 2009).

2.1.6 Muestreo de organismos: eutanasia y diseccion

Los dias 0, 7, 14, 60 y 90 se recolectaron tres individuos de cada acuario. Los organismos eran
capturados con red y colocados en agua fria para su aletargamiento, posteriormente se realizd
eutanasia por corte de branquias. Se realizé diseccién completa a través de una incisién entre las
aletas ventrales que se prolongd hacia la mandibula y posteriormente hacia el ano, y se extrajeron
corazén e higado completos. Posteriormente, se realizé un corte en el craneo para extraer el cerebro
completo. Todos los drganos se enjuagaron con agua destilada y fueron colocados en casetes de

histologia y las muestras se conservaron en formol al 10% hasta su procesamiento.

2.1.7 Andlisis histoldgico

El analisis histologico de las muestras se realizé siguiendo la técnica descrita por Ross y Pawlina
(2009). Las muestras contenidas en los casetes de histologia preservadas en formol al 10% fueron
transferidas a etanol al 70% durante 60 minutos. Posteriormente se sometieron a un proceso de
deshidratacion en bafios sucesivos en soluciones de concentracion crecientes de alcohol etilico,
diafanizacién en xileno y posterior inclusién en parafina. Este proceso se llevé a cabo en un
procesador automatico de tejidos LEICA TP 1020. Al finalizar la deshidratacién se formaron bloques
de parafina utilizando un centro de inclusién LEICA EG 1150. Una vez formados los bloques se
colocaron en una placa de enfriamiento LEICA EG 1150 para la solidificacion homogénea de la
parafina en los bloques. Se realizaron cortes histoldgicos de 3 um de espesor con un micrétomo
LEICA RM 2125, obteniéndose cortes transversales de mesencéfalo y metaencéfalo para cerebroy
cortes longitudinales para corazén. Los cortes se extendieron en un bano de agua destilada para su
posterior fijacion a portaobjetos. Las laminillas se dejaron secar en una estufa a 50°C durante 24
horas para posteriormente pasar por un proceso de desparafinizacién y tincién utilizando la técnica
de Hematoxilina-Eosina (H&E). Finalmente, las muestras fueron montadas sobre portaobjetos

utilizando resina Cytoseal y cubiertas con cubreobjetos de vidrio.
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2.1.8 Analisis estadistico

Se utilizé la prueba de signo de Wilcoxon (Wilcoxon et al., 1970) para comparar el peso de los
organismos al inicio y al final de cada experimento. Se evaluaron los siguientes parametros de

crecimiento (Garcia-Perez et al., 2018):

Ganancia de peso = FW - IW

Ganancia de peso promedio diaria = (FW — IW)/ Days

Tasa especifica de crecimiento = (Ln(FW) — Ln(IW))*100

Donde:

FW: el peso en gramos al término del ensayo

IW: el peso en gramos al inicio del ensayo

Ln: logaritmo natural

Para cada indicador conductual evaluado, se calculd el cambio en unidades relativas (U.R.)
comparando la respuesta de cada individuo en un momento dado de la prueba (tn) con respuesta
obtenido el dia 0 (t0). Para cada indicador, los datos de los organismos en prueba de exposicién al
AD y control fueron comparados utilizando una prueba t-Student. Cuando los datos no cumplian los
requisitos de normalidad y homocedasticidad se utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon
(Wilcoxon et al., 1970). La significancia estadistica se evalud a un nivel de significancia de a= 0.05.
Para el anadlisis de los datos se utilizdé el programa STATISTICA (Data Analyisis Software System)

version 14 (www.statsoft.com).

2.1.8.1 Analisis Probit

Para evaluar el efecto de la dieta-HC sobre la respuesta conductual (tiempo de escape ante un


http://www.statsoft.com/
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depredador hipotético), se aplicd un modelo de regresion Probit. Esta técnica permite analizar la
relacidn entre el tiempo de exposicion (en dias) y la respuesta conductual transformada a escala
Probit, la cual representa la proporcién acumulada de individuos que exhiben la conducta evaluada

(Finney, 1971).

Se construyeron dos curvas, una para los organismos expuestos a la dieta-HC y otra para el
grupo control. Los valores de Probit se calcularon a partir del tiempo de respuesta al estimulo y se
ajustaron curvas de regresidon a los datos de cada grupo. Esto permitié comparar patrones de
respuesta conductual entre grupos y estimar pardmetros como el Emax (efecto maximo observado).
El andlisis se realizd6 en Microsoft Excel y los resultados fueron representados graficamente,

incluyendo lineas de referencia para Emax.

2.2 Evaluacion de morfologia cerebral en Totoaba macdonaldi

2.2.1 Mantenimiento de organismos

En una segunda etapa de bioensayos se utilizdé un total de 21 juveniles de totoaba (peso promedio
=1.73 + 0.60 g DE) distribuidos en 3 acuarios (n=7) de 20 litros (dos acuarios experimentales y uno
control). Los organismos de los acuarios experimentales fueron alimentados con la dieta
experimental que contenia acido domoico (0.776 pugAD g*) durante 45 dias, mientras que el grupo

control fue alimentando con pellet comercial.

2.2.2 Eutanasia y diseccién

Los organismos se colocaron en agua fria para inducir su aletargamiento y posteriormente se realizd
eutanasia por corte de branquias. Los organismos fueron decapitados y el craneo se abrid
dorsalmente para exponer el cerebro, los cuales fueron removidos utilizando pinzas de diseccién y

se preservaron en formol al 10% durante un periodo de un mes previo a su procesamiento.
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2.2.3 Cortes seriados

Los cerebros fueron procesados mediante la técnica de inclusién en parafina (Ross y Pawlina, 2009).
Se realizaron cortes transversales de 5 um del érgano completo y se obtuvieron 50 laminillas por
organo analizados. Las laminillas fueron tefiidas utilizando la técnica de hematoxilina-eosina (Ross

y Pawlina, 2009).

Deshidratacion v
= e inclusién en —:
parafina
3 4
==
5 6 7 8

Figura 5. Técnica histoldgica de cortes seriados. 1) Extraccion de cerebro completo 2) Cerebro en casete de
histologia 3) Deshidratacion e inclusidn en parafina 4) Obtencidn de cortes con microtomo 5) Obtencién de
cortes transversales seriados del cerebro 6) Preparacidén y montaje de laminillas 7) Obtencion de imagenes de
secciones transversales del cerebro 8) Identificacidon de regiones afectadas por el AD.

2.2.4 Procesamiento de imagenes

Se seleccionaron tres series de laminillas de cerebros expuestos a AD vy tres series de cerebros
control para documentacién fotografica. Mediante edicion digital se eliminaron artefactos y otras
estructuras indeseadas, como el contenido ventricular. Las laminillas fueron analizadas utilizando

un microscopio Leica DM2000 y con el software Leica Acquire se obtuvieron cinco imdagenes de cada
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laminilla. Las imagenes fueron compuestas en una sola figura utilizando BioRender

(www.biorender.com). Las estructuras que se perdieron al extraer el cerebro de la cavidad craneal

se representaron con lineas punteadas cuando fue necesario. Las figuras mds representativas de
cada serie analizada fueron seleccionadas en funcién de la aparicién de nuevas estructuras. Los
numeros que identifican cada seccién en la Fig.3 se presentan arbitrariamente respecto a la seccidn
I. La identificacién de las regiones cerebrales fue basada en la descripcidn bibliografica del cerebro

de la dorada (Sparus aurata) (Munoz-Cueto et al., 2001).

2.3 Evaluacion del efecto del acido domoico en alimento balanceado en un

modelo mamifero

2.3.1 Mantenimiento de organismos

Ratones (Mus musculus) machos de 21 dias de edad fueron adquiridos en colaboracion con el
bioterio de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma de Baja California campus
Valle de las Palmas. 12 ratones (peso promedio = 14.20 + 4.14 g DE) fueron divididos aleatoriamente
en cuatro grupos (n=3), tres grupos experimentales y un grupo control. Los ratones fueron
mantenidos en una habitacién con temperatura entre 21-24 °C con un ciclo de luz/oscuridad 12/12

horas.

2.3.2 Preparacién de harina de pescado

Se obtuvieron muestras de sardinas y anchovetas durante un florecimiento de Pseudo-nitzschia sp.
en la region. El material fue analizado para la cuantificacion de acido domoico mediante HPLC-
MS/MS. Las muestras con niveles conocidos de acido domoico se molieron y almacenaron a -4°C
antes de la preparacion de harina de pescado. Aproximadamente 400 g del material congelado
molido se descongelaron y fue cocinado a 100°C al vacio en una olla de presidn. El material cocido
se secd a 60°C durante 6 horas en un horno convencional. Se tomaron muestras del material molido,

cocido y seco para analisis de acido domoico.


http://www.biorender.com/
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2.3.3 Dietas experimentales

Se prepararon tres dietas experimentales y una dieta control. Las harinas de pescado preparadas
previamente fueron mezcladas con dieta comercial de ratén. La harina de pescado preparada a
partir de material con una concentraciéon conocida de acido domoico se utilizd para las dietas
experimentales. La dieta control se prepard con harina de pescado sin concentraciones de acido
domoico detectables. El material en polvo se mezcld con agua potable para obtener una pasta sélida
gue se moldeo manualmente en forma de pellets. Las dietas experimentales se denominaron AD-
300, AD-500 y AD-800, segun la concentracidn de acido domoico medida en el material crudo previo

a la preparacion de la harina de pescado.

Tabla 4. Acido domoico (AD) en material crudo (sardina) utilizado para elaboracién de harina de pescado.

Dieta Contenido de AD en material crudo (pg/g)
Control 0
AD-300 339.56
AD-500 513.14
AD-800 857.86

2.3.4 Disefio experimental

El experimento se llevé a cabo durante cuatro semanas. El ciclo de alimentacién consistié en alternar
tres dias de exposicién a pellets que contenian acido domoico y tres dias de dieta comercial sin acido
domoico. Una cantidad especifica de las dietas experimentales se colocaba en la bandeja de
alimentacién al mediodia durante los dias experimentales. Los pellets no consumidos se retirabany
pesaban a las 18:00 horas. Después de retirar la dieta experimental, se les ofrecid pellets
comerciales a saciedad. El comportamiento de los ratones se monitoreé de forma presencial
durante 2 horas después de la administracion de las dietas experimentales. Transcurrido este
periodo los organismos fueron monitoreados de forma remota mediante una cdmara con sensor de

movimiento colocado frente a las jaulas de prueba. Después de dos semanas de exposicion, las dosis
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de cada grupo experimental se incrementaron: el grupo con la dieta AD-300 pasé a la dieta AD-500

y el grupo con la dieta AD-500 paso a la dieta AD-800.

2.3.5 Eutanasia y diseccidn

Los organismos fueron sacrificados mediante dislocacidn cervical. Los organismos se disectaron y se
extrajo el cerebro, corazdn, higado y rifién. De cada érgano se separaron dos porciones: una se fijé
con formol al 10% para andlisis histoldgico y la otra porcién se congeld a -4°C para andlisis de acido

domoico por HPLC-MS/MS.

2.3.6 Cuantificacion de acido domoico mediante HPLC-MS/MS

Las muestras para la cuantificacion de acido domoico se analizaron mediante cromatografia liquida
acoplada a un espectrometro de masas con triple cuadrupolo (LC-MS/MS, Agilent 6470). Las
muestras de harina de pescado, dietas y dérganos almacenadas a 4°C se descongelaron a
temperatura ambiente. Las muestras se pesaron en tubos Falcon y se afadié el disolvente de
extracciéon (MeOH al 50%) en una proporcién 1:4. Las muestras se centrifugaron a 13,000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante se recuperd vy se filtré a través de filtro de polipropileno
con un tamafio de poro de 0.2 um. El filtrado se recolectd en tubos dmbar de 1.5 ml. El andlisis por

LC-MS/MS se llevd a cabo segun el método de Mafra et al. (2009).

2.3.7 Andlisis histoldgico

Las muestras de cerebro y corazén fueron incluidas en parafina y se realizaron secciones de 3 um
de espesor utilizando un microtomo manual (Leica-RM2125 RT, IL, USA). Se obtuvieron cortes
transversales y longitudinales del cerebro, y cortes sagitales del corazén. Las laminas obtenidas se
tineron con la técnica de hematoxilina y eosina. Las muestras se analizaron utilizando un

microscopio Leica DM2000.
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2.4 Permanencia del acido domoico en diferentes condiciones de

preparacion de harina de pescado

2.4.1 Preparacion de harina de pescado

Se prepararon harinas de pescado a partir de sardinas obtenidas durante un florecimiento de
Pseudo-nitzschia sp. en la regién. El material crudo fue analizado para cuantificaciéon de dacido
domoico por medio de HPLC-MS/MS. Se utilizd un lote de 600g de sardina con una concentracion
conocida de acido domoico (38.22 ug AD g?). El material fue triturado y cocinado a 100°C al vacio
en una olla de presién. El material se dividid en dos partes para someterlo a dos tratamientos

distintos.

2.4.2 Pruebas de permanencia con antioxidantes

2.4.2.1 Tratamiento 1

El material cocido se prensé manualmente para la eliminacién de liquidos. Posteriormente se secd
a 60°C durante 6 horas en un horno convencional. El material seco se dividié en dos porciones, una
fue molida directamente para la obtencidon de la harina y a la segunda porcidn se le afiadieron 200
ppm de antioxidante BHT (butil-hidroxitolueno) (Figura 6). Ambas harinas fueron almacenadas en

oscuridad a temperatura ambiente.

2.4.2.2 Tratamiento 2

El material cocido se secd directamente sin prensado. El secado fue a 60°C durante 6 horas en un
horno convencional. El material seco se dividié en dos porciones, una porcion fue molida de forma
directa para la obtencidon de la harina y a la segunda porcién se le afiadieron 200 ppm de

antioxidante BHT (butil-hidroxitolueno) (Figura 6). Ambas harinas fueron almacenadas en oscuridad
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a temperatura ambiente. De cada tratamiento se obtuvieron muestras por triplicado para andlisis y
cuantificacion de acido domoico. Las muestras se limpiaron en cartuchos de fase sélida (SPE) y

posterioriormente se analizaron por HPLC-MS/MS.

Material contaminado
38.22ug AD g’

Coccién
15mina100°C

Tratamiento 1 Tratamiento 2

P 5T A Secado
Eliminacién de liquido — Prensado 6 ha60°C

Secado
6ha60°C T

ppm

Figura 6. Disefio experimental de tratamientos para evaluacion de permanencia del acido domoico durante
la elaboracion de harina de pescado. Tratamiento 1 con eliminacidn de licor de prensa y tratamiento 2 secado
directo del material cocido sin paso de eliminacidn de licor de prensa. Para ambos tratamientos se realizé un
subtratamiento de afiadir antioxidante (BHT) al producto final.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Ensayo de ingesta de alimento fresco con acido domoico en Totoaba

macdonaldi y Morone saxatilis

3.1.1 Contenido de acido domoico en dietas

Ambas dietas presentaron concentraciones de AD detectables. Las dietas se clasificaron como dieta-
LC (Low concentration) con un contenido de 0.114 pgAD g La segunda dieta se denominé dieta-HC
(High concentration) con un contenido de 0.776 pgAD g. No se obtuvo un control absoluto ya que
las sardinas utilizadas en la mezcla para el alimento contenian bajas cantidades de AD incluso en
ausencia de florecimiento de especies productoras de la toxina. Por lo tanto, se consideré como
control la dieta con la mds baja concentracion de AD. El ensayo de exposicién consistié en comparar

dos dietas con diferente concentracion de AD.

3.1.2 Efecto del AD en Totoaba macdonaldi y Morone saxatilis

3.1.2.1 Peso de organismos

En ambas especies, no se encontraron diferencias significativas (t-Student, p>0.5) en ganancia de
peso, tasa especifica de crecimiento o en ganancia de peso promedio diaria entre el grupo con la

Dieta-HC y control (Tabla 5).
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Tabla 5. Pardmetros de crecimiento para juveniles de lobina rayada y totoaba alimentados con dietas con
acido domoico.

Lobina rayada Totoaba

Dieta-LC Dieta-HC Dieta-LC Dieta-HC

Peso inicial (g) 16.2+3.9 16.9+3.8 3.5+0.8 3.4+0.9

Peso final (g) 15.8+3.7 17.7+£3.5 10.2+3.4 13+4.0
Ganancia de peso (g) -0.35 0.8 6.68 9.61
Tasa especifica de -0.31 0.66 2.36 2.97

crecimiento (%)

Ganancia promedio de peso -0.05 0.11 0.15 0.21

diaria (g)

3.1.2.2 Dafo en tejido cerebral y cardiaco en totoaba y lobina rayada

Los organismos de ambas especies alimentados con la dieta-HC mostraron lesiones evidentes en
cerebro y corazén. En cerebro, las lesiones comenzaron en el l6bulo dptico caracterizadas por
neuronas con necrosis oncdtica, una alteracién caracterizada por ganancia de volumen celular y
cambios en la estructura del nucleo celular. Asi como cambio espongiforme del neuropilo, que se
manifiesta como aparicidn de vacuolizacién del neuropilo de la sustancia gris, luego de siete dias de
exposicién al AD (Fig. 7.4). Al dia catorce se registraron dafos tisulares en el cerebelo que se
continuaron extendiendo aun después del cese la exposicion al AD en el alimento (Fig. 7.8). No hubo
recuperacion en las lesiones de organismos al realizar el cambio a pellet comercial, por lo tanto, el

cambio de dieta experimental a pellet no influyo en los resultados del experimento.

Ademas de las lesiones cerebrales, el corazén de los organismos que recibian la dieta-HC
mostré melanismo focal en los atrios izquierdo y derecho de este 6rgano (Fig. 7.6; 7.12). En lobina
rayada, al dia 7 del ensayo se observo separacion entre fibras musculares en miocardio y al dia 14,
se presento necrosis en cardiomiocitos. Los organismos de ambas especies alimentados con la dieta-

LC no presentaron dafio tisular en cerebro o corazén.
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Cerebelo Corazon

500 pm

Figura 7. Dafio en tejido cerebral y cardiaco de Totoaba macdonaldi después del consumo de AD en
alimento. Lébulo dptico (OT) (1), cerebelo (5) y, corazén (9) sin dafio tisular en el dia 0. OT (2) son pérdida de
neuropilo y neuronas con necrosis oncdtica (circulo), vacuolizacién de células de Purkinje en cerebelo (6),
corazoén (10) con melanismo atrial y ventriculo (V) sin alteraciones después de 7 dias de iniciar el consumo de
AD. Al dia 14, el OT presento granulos de melanina en la parte externa de las células neuronales (flechas) y
pérdida de neuropilo (3), el cerebelo presentd vacuolizacidn de las células de Purkinje (7) el corazén presenté
acumulacion de ndcleos celulares en la periferia del ventriculo y separacion entre fibras musculares (11). Al
dia 60, las neuronas del OT presentaron granulos citoplasmaticos (centro de laimagen) y pérdida de neuropilo
(4). El cerebelo presentd vacuolizacion de las células de Purkinje (8) y el corazén mostré melanismo en los
atrios izquierdo y derecho (12).
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Cerebelo Lébulo dptico (OT)

Corazon

Figura 8. Dafo en tejido de Morone saxatilis. 1) OT dia 0. Tejido sin alteraciones. 2) OT dia 7. Neurona con
nucleo condensado (picnosis) (flechas). Neurona con nucleo fragmentado (karyorhexys) (circulo). Necrosis
licuefactiva caracterizada por cambio espongiforme del neuropilo (rectdngulo). 3) OT dia 14. Necrosis
licuefactiva. Neuronas con karyorhexys (flechas). Neurona con nucleo condensado (circulo) 4) OT dia 90.
Neuronas en diferentes niveles de necrosis oncética (circulo) 5) CER dia 0. ML=capa molecular. PCL= capa de
células de Purkinje. GL=capa granular. 6, 7, 8) Vacuolizacion en capa de células de Purkinje (flechas). 9) HT dia
0. Fibras musculares normales. 10) HT dia 7. Edema intersticial en miocardio. 11) HT dia 14. Necrosis en
cardiomiocitos (circulo). 12) HT dia 90. Melanismo atrial. Hematoxilina-eosina.

3.1.3 Pruebas conductuales

No se detectd una tipica respuesta excitotdxica en los organismos expuestos al AD a través del
alimento. Sin embargo, la observacidon de que el AD produce importantes alteraciones tisulares y
estructurales en diferentes regiones cerebrales nos llevé a evaluar las posibles afectaciones
neuroconductuales en los organismos expuestos a través del uso de pruebas conductuales

estandarizadas para evaluar el efecto de toxinas en peces.

3.1.3.1 Prueba de aprendizaje conductual en Morone saxatilis

En la prueba de aprendizaje con M. saxatilis los individuos que originalmente consumian la dieta-HC

comenzaron a consumir la dieta-LC luego de dos dias de exposiciéon y continuaron rechazando la
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dieta-HC. Por otra parte, los peces-LC (organismos que inicialmente consumieron dieta control
(Dieta-LC) consumieron ambas dietas, pero rechazaron la dieta-HC al dia 7. Estos resultados
sugieren que el rechazo de la dieta-HC estd asociado con una conducta aprendida debido a que los

organismos detectan la presencia de la toxina en el alimento.

3.1.3.2 Prueba de luz/oscuridad

La prueba de luz/oscuridad es utilizada para evaluar la ansiedad en peces, y se basa en la preferencia
que algunas especies muestran por los ambientes oscuros(Maximino et al., 2010). Esta prueba
también evalua diferentes indicadores conductuales como actividad exploratoria o comportamiento
de inmovilidad en lo que ligeras alteraciones podrian ser indicadores de dafios neuroldgicos. Los
peces alimentados con pellet comercial mostraron una marcada preferencia por el lado claro del
acuario de prueba al mantenerse ahi durante todo el periodo de prueba (Fig. 8A). En contraste, los
peces expuestos al AD permanecieron menos tiempo en el lado claro del acuario, al compararlos
con los peces de pellet comercial. Esto fue evidente los dias 3 y 7 luego del inicio de la exposicidn
(Fig. 8A). También en estos dias se presentd un incremento significativo en el nimero de
comportamientos de inmovilidad(sin actividad natatoria por un periodo mayor a 10 segundos) y una
disminucién abrupta en la conducta exploratoria en los organismos expuestos al AD (t-Student,
p<0.5; Fig. 8b). El tiempo de conducta exploratoria fue aproximadamente 80% mas bajo que aquel

medido al inicio del experimento en los organismos expuestos (dia 0; Fig. 8c).

3.1.3.3 Prueba de conducta antidepredador

Dado que el AD afecté dos de los centros integrativos clave para la coordinacion motora en el
cerebro de los peces (I6bulo dptico y cerebelo), se evalud el tiempo de respuesta ante el ataque de
un depredador hipotético. Los peces expuestos al AD presentaron una respuesta de escape mas
lenta (1.6 * 0.46 segundos DE) en comparacion con los peces no expuestos a la toxina (0.81 + 0.62
segundos DE) (t-Student, p<0.5; Fig. 9d). Después de 30 dias del inicio de la exposicidn al AD, los
juveniles de totoaba mostraron una respuesta de escape casi tres veces mas lenta comparado con

los organismos no expuestos.
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Figura 9. Indicadores conductuales de Totoaba macdonaldi alimentada con AD (circulos azules) e individuos
sanos (circulos blancos). A) Tiempo de permanencia en el lado blanco del acuario de prueba. b) Nimero de
eventos de congelamiento. c) Tiempo de conducta exploratoria. d) Tiempo de respuesta de escape ante un
depredador hipotético. El cambio (en unidades relativas; r.u.) de cada indicador conductual se evalué
comparando la respuesta de los individuos en cada tiempo de muestreo con la respuesta medida el dia O
(previo al inicio de la ingesta de AD). El promedio y error estandar (n=7) es indicado. * Representa una
diferencia significativa en el indicador conductual de individuos que consumieron AD en cada tiempo de
muestreo comparado con la respuesta de individuos sanos.

Para evaluar el efecto de la dieta-HC en la respuesta conductual (tiempo de escape ante un
depredador), se realizé un andlisis Probit considerando diferentes dias de aplicacidn de la prueba.
Los valores Probit obtenidos oscilaron entre 0.86 y 1.02 (Tabla 6, Figura 10), lo que equivale a

probabilidades de respuesta del 80 al 84% aproximadamente.
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Tabla 6. Valores transformados a escala Probit de la respuesta conductual en organismos tratados con acido
domoico (AD) y en el grupo control, en funcién del tiempo de tratamiento (dias)

Tiempo (d) Control AD
0 0.9915 0.9214
3 0.9912 0.9710
7 0.9276 0.8700
14 0.9876 0.9217
30 0.9915 0.9615

Tabla 7. Valores estandar de la funcién Probit

% de respuesta Probit
EC50 50 0
EC60 60 0.25
EC70 70 0.52
EC80 80 0.84
EC90 90 1.28
1 Emax = 1.02 (84%)
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Figura 10. Relacion entre tratamiento con AD y respuesta conductual (Probit). Correlacion entre el tiempo
de consumo de dieta-HC (dias) y el probit del tiempo de escape frente a un depredador hipotético. La linea
punteada (verde) indica el valor maximo observado (Emax=1.02), correspondiente a un 84% de respuesta
acumulada.
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Dado que el valor probit correspondiente al 50% de respuesta es 0 (Effective Dose 50 o ED50), y este
valor no fue alcanzado dentro del rango experimental, se concluye que el ED50 se encuentra fuera
del intervalo de dias evaluado. Esto sugiere que incluso con el mayor tiempo de exposicidn evaluado,
mas del 80% de los organismos presentaron una respuesta de escape positiva o un escape "rapido”
lo que sugiere que no hay afectacién en el reflejo de escape por el consumo de acido domoico. Sin
embargo, la diferencia entre las curvas permitié inferir el efecto modulador del 4cido domoico sobre
la capacidad de escape, evidenciando una menor eficiencia de respuesta en funcién del tratamiento

(Fig. 10).

3.2 Evaluacion de morfologia cerebral en Totoaba macdonaldi

3.2.1 Organismo sano

Se obtuvieron 24 imagenes de secciones transversales de cerebro de juveniles sanos de Totoaba

macdonaldi (Fig. 11). Se realizé identificacidn de las principales regiones cerebrales (Anexo A).
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Figura 11. Secciones transversales del cerebro sano de juvenil de Totoaba macdonaldi (a). La vista lateral
representa el plano general del cerebro de un teledsteo y se indica la posicidn de las secciones transversales
mostrada en el panel (b). Las secciones transversales fueron etiquetadas arbitrariamente de la regién cefélica

a la regién caudal del cerebro.
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3.2.2 Peces expuestos al acido domoico en alimento

Los juveniles de totoaba expuestos a la dieta-HC durante 45 dias presentaron alteraciones notables
en la morfologia cerebral, ademds de las observadas a partir de los siete dias de exposicién. La
alteracion mas evidente fue la pérdida de simetria bilateral en el plano sagital del cerebro, y en

particular, se evidenciaron malformaciones en el hemisferio derecho del cerebro (Fig. 12; Fig. 13).

El mayor dafo se presentd en la region mesencefalica, especificamente en el I6bulo éptico,
el cual mostré un plegamiento externo y una reduccién en la zona gris periventricular (Fig. 12.11).
Otras alteraciones morfoldgicas evidentes inducidas por el AD en el mesencéfalo fueron el
agrandamiento del plexo coroideo acompafiado de la presencia de células sanguineas en esta
estructura (Fig. 5.1V; 12.VI), apertura del ventriculo tectal, y la ruptura del receso lateral del
ventriculo diencefdlico (Fig. 12.VI). También se observé una reduccion en la superficie del |6bulo
Optico con respecto a cerebros no afectados (Fig. 12.IV-12VI), estos cambios en la morfologia
estuvieron acompanados por pérdida de integridad del torus longitudinalis y torus semicircularis y
un desplazamiento de estas estructuras hacia la parte interna del hemisferio opuesto. En la region
telencefdlica de los peces expuestos al AD se observaron alteraciones en la morfologia del corpus
cerebelli se observé una forma circular de esta estructura, un desplazamiento de la regién caudal
del I6bulo 6ptico hacia la parte superior del érgano, y un plegamiento externo de la capa molecular
del 16bulo éptico (Fig. 12.VII;12.VIIl), mientras que en los organimos no expuestos el corpus cerebelli

presentd una forma elongada (Fig. 12.VII)
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Figura 12. Comparacion entre cerebro de inviduos de Totoaba macdonaldi sanos e individuos de Totoaba
macdonaldi alimentados con dieta con acido domoico (AD). La vista lateral representa el patron general del
cerebro de teledsteos y la localizacidn de las secciones transversales presentadas del lado derecho de la figura
se indica con nimeros romanos.
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Figura 13. Vista lateral del cerebro de Totoaba macdonaldi en tres individuos (a, b, c) expuestos al alimento
con acido domoico. Secciones transversales (1.1-1l, 2.1-VIII, 3.I-XIl).
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3.3

3.4 Evaluacion del efecto del alimento balanceado con acido domoico en

un modelo mamifero

3.4.1 Comportamiento

Los organismos que recibieron las dietas experimentales mostraron signos evidentes de
intoxicacion. Ambos grupos presentaron signos 15 minutos después del primer consumo de los
pellets contaminados con acido domoico. Los signos se caracterizaron por hiperactividad, sed
excesiva, acicalamiento agresivo, somnolencia y pérdida del equilibrio. Los organismos del grupo
que recibid la dieta DA-300 mostraron una aparente recuperacién dos horas después del consumo
inicial, aunque a los 14 dias presentaron signos de agresidn que se revirtieron en un periodo de 4
horas. En cambio, el grupo que recibié la dieta AD-800 murié 24 horas después del consumo inicial.

Grupo control no mostré alteraciones conductuales.

3.4.2 Contenido de acido domoico en harinas de pescado

En las sardinas frescas no hubo niveles detectables de AD, sin embargo, en el material cocido, en la
harina y en el alimento elaborado si estuvo presente la toxina (0.37-1.64 pgDA g™1), por lo tanto, no

fue posible obtener una verdadera dieta control (Tabla 8)

Tabla 8. Concentracién de acido domoico (ugDA g71) en harina de pescado y alimentos.

Material crudo Material cocido Harina Dieta
0 0.49 +0.17 0.37 +0.06 1.64
339.56 75.11 £ 0.65 232+ 2.40 2.92
513.14 11.64+1.15 11.28 + 11.01 5.05
857.86 20.44 +£13.37 394.79 + 391.53 7.32
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3.4.3 Contenido de acido domoico en dérganos de ratén

En el grupo de ratones control y en el grupo con alimento AD-300 no se detecté AD en sus érganos.
Sin embargo, en el cerebro del grupo alimentado con la dieta AD-800 se detectd una concentracién

de 0.0028 ugDA g™*.

3.4.4 Andlisis histoldgico

Las preparaciones de tejidos del cerebro mostraron lesiones por intoxicacion de AD en las neuronas
del giro dentado del hipocampo, indicando necrosis oncdtica en etapa de cariorrexis representada
por nucleos celulares fragmentados (Fig. 14;1-3). El cerebelo no mostré alteraciones en capa

molecular o granular (Fig.14;4) ni en células de Purkinje (Fig.14;5). Las neuronas del nucleo reticular

del mesencéfalo tampoco presentaron dafios (Fig.14;6).
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Figura 14. Daiio tisular en cerebro de ratén por consumo de alimento con acido domoico. 1) Hipocampo 2)
Giro dentado. Acercamiento a la region indicada con un rectangulo en panel 1. 3) Acercamiento a neuronas
en el giro dentado. Neuronas son nucleo fragmentado (flechas) 4) Cerebelo 5) Detalle de capas del cerebelo
GL: capa granular, PCL: capa de células de Purkinje, ML: capa molecular. Sin dafio tisular. 6) Nucleo reticular
del mesencéfalo (midbrain) con neuronas con morfologia normal.
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3.5 Permanencia del acido domoico (AD) en diferentes preparaciones de

harina de pescado

3.5.1 Concentracion de acido domoico en harinas de pescado

Se detectaron concentraciones de AD en las harinas de pescado de todos los tratamientos (Fig. 15),
con las mayores las concentraciones en las harinas del tratamiento I, con paso intermedio de

prensado para la eliminacidn de liquidos, con respecto al tratamiento Il de secado directo.

|Material contaminado
38.22 yjg AD g"

Coccién
15 min a 100°C

Tratamiento 1 Tratamiento 2
Secadk
Secado
6ha60°C
16.31 % 5.96 14.77 £ 8.20
Mg AD g' MgADg'

Antioxidante (BHT) .
200 ppm Sin antioxidante

22.54 % 5.49 25.32 1 9.64
HgAD g’ Mg AD g'

Figura 15. Concentracion de dcido domoico en harinas de pescado elaborados bajo dos tratamientos distintos.



42

Capitulo 4. Discusion

En el presente trabajo se demostrd que el dcido domoico consumido a través del alimento afecta el
cerebro y corazdn de juveniles de totoaba y lobina rayada, asi como alterd la conducta exploratoria
y la respuesta de escape ante un depredador en Totoaba macdonaldi en condiciones de cultivo. El
efecto no se limité a dafio tisular, tambien se observaron cambios morfolégicos evidentes en el

cerebro en los organismos expuestos al AD.

Aunque en la literatura se habia establecido que los peces no eran afectados por el AD
adquirido por via oral, es conocido que son susceptibles a la toxina (Lefebvre et al., 2001; Lefebvre
et al., 2002; Lefebvre et al.; 2007), la administracidn por via intraperitoneal (IP) causa alteraciones
en la forma de nadar de especies como el salmdn plateado (Oncorhynchus kisutch), en la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y la dorada (Sparus aurata) (Lefebvre et al.,2007; Bakke et al., 2010;
Nogueira et al.,, 2010), e incluso causa la muerte en anchovetas nortefas (Engraulis mordax)
expuestas a una dosis > 4.3 ugDA g (Lefebvre et al., 2001). Las alteraciones conductuales evidentes
observadas en totoaba luego de la exposicidn por via IP indican que la toxina atraviesa la barrera

hematoencefalica (Beltran-Solis, 2021).

Debido a que el AD alcanza el cerebro y permanece en el cerebro, se espera que cause
afectaciones en regiones especificas. Sin embargo, hasta ahora no se habian descrito alteraciones
en el tejido cerebral en ninguna especie de pez luego de la exposicion al AD. En el presente estudio
se documentaron lesiones importantes en el tejido cerebral y cardiaco en juveniles de totoaba al
ser expuestos al alimento con AD, efectos comparables en otros vertebrados como el descrito en
humanos (Lefebvre et al., 2010), lobos marinos de california (Scholin et al., 2000), nutrias (Miller et
al., 2021) y focas (Lefebvre et al., 2010; McHuron et al., 2013). El hipocampo es el area del cerebro
con la mayor cantidad de receptores de glutamato a los que el AD se puede unir con gran afinidad
(Pulido, 2008). Sin embargo, el hipocampo es una regién que en el cerebro de los peces no se
encuentra desarrollada, ya que forma parte del I6bulo temporal que es una extensién del neocortex
(corteza cerebral) que es un area del telencéfalo que Unicamente se encuentra desarrollada en
mamiferos (Striedter, 2006). En totoaba se identificé que la principal region blanco del AD se
encuentra en el I6bulo éptico, lo que sugiere que posiblemente sea la regidon con mayor densidad

de receptores de glutamato en el cerebro de los peces, lo que requerira de otras investigaciones. En
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el presente estudio y derivado de la alimentacidon con AD, se observd un dafio tisular dado por
vacuolizacion en la capa de células de Purkinje en el cerebelo, lo que no se ha descrito en otros

organismos expuestos al AD por via oral (Schaffer et al., 2016; Nogueira et al., 2010).

Ademas de la deteccidn de lesiones tisulares en el cerebro por el consumo de alimento con AD, se
observaron cambios morfolégicos importantes en este drgano en totoaba como la pérdida de
simetria bilateral con alteraciones estructurales localizadas en el hemisferio derecho. Estudios
anteriores han encontrado alteraciones estructurales en otras areas del cerebro con funciones
importantes en el pez cebra (Danio rerio), como el plexo coroideo y el corpus cerebelli este ultimo
es una de las tres partes del cerebelo y es el sitio de entrada del tracto cerebeloso que transporta
aferentes desde nucleos del tallo cerebral (Wullimann et al., 1996). El corpus cerebelli es una de las
tres partes del cerebelo y es el sitio de entrada del tracto cerebeloso que transporta aferentes desde
nucleos del tallo cerebral (Wullimann et al., 1996). En consecuencia, se espera que alteraciones en
esta regién pudieran causar dafios a la coordinacion motora de los organismos, como se observé en
el presente estudio con totoaba. Por otra parte, el plexo coroideo es una estructura proyectada
hacia los ventriculos cerebrales que secreta el liquido cefalorraquideo y mantiene la integridad de
la barrera hematoencefalica (BHE), su disminucion puede aumentar la susceptibilidad de los
organismos a sustancias toéxicas del ambiente que al ingresar pueden afectar al sistema nervioso
(Wullimann et al., 1986). El corpus cerebelli y el plexo coroideo son estructuras compartidas por
muchos grupos de vertebrados, sin embargo, no existe evidencia que el AD afecte estas estructuras

especificas en otro modelo animal.

Asi como en el cerebro, el corazén de los juveniles de totoaba expuestos al AD presentd
lesiones similares a las descritas anteriormente, esto debido a que los receptores de glutamato
pueden encontrarse también en el tejido cardiaco (Gill et al., 1998), lesiones como necrosis en
cardiomiocitos y separacién entre fibras musculares ha sido descrita en lobos marinos (Scholin et
al., 2000) y nutrias (Miller et al., 2019), estas lesiones fueron observadas en el corazén de totoaba
luego de la exposicidon al AD. Ademas, se observd melanismo focal en el atrio de las totoabas
expuestas a la toxina. El melanismo se caracteriza por la presencia de melanomacréfagos, que son
células incorporadas a lugares con inflamacidn crénica en vertebrados ectotermos (Agius et al.,
1981; Bjorgen et al., 2021; Wakamatsu et al., 2002), lo que sugiere un proceso inflamatorio inducido

por el consumo de AD en el corazén de peces.
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Ademas de la descripcidn por primera vez del dafio tisular en el cerebro y corazén asociado
al consumo de alimento con AD en totoaba, se documenté también alteraciones conductuales en
juveniles de totoaba expuestos a la toxina. Los organismos rechazaron el alimento contaminado con
AD luego de 45 dias de haberlo consumido de manera regular. El rechazo de alimento contaminado
con ficotoxinas no es un evento anormal, ya que ha sido reportado en nutrias al rechazar alimento
con saxitoxina (Wakamatusu et al., 2002), ademds, en peces como la trucha arcoiris (Salmo
gairdneri) y en la trucha alpina (Salvelinus alpicus) (Yamamori et al., 1988). De forma similar,
organismos de jurel medregal (Seriola rivoliana) rechazaron alimento contaminado con &acido
okadaico (Benitez-Hernandez et al., 2022). Sin embargo, la deteccion o rechazo de alimento

contaminado con AD no ha sido reportada en otros organismos.

Otras alteraciones conductuales en juveniles de totoaba fueron evaluadas mediante el uso
de pruebas conductuales estandarizadas, la prueba de luz/oscuridad fue utilizada para estudiar la
ansiedad en peces y se basdé en la preferencia natural por ambientes oscuros que muestran algunas
especies de peces (Maximino et al., 2020; Serra et al., 1999; Yoshida et al., 2005; Maximino et al.,
2007). De forma general, las drogas ansioliticas incrementan el tiempo que un organismo pasa en el
compartimento claro, mientras que las drogas ansiogénicas disminuyen este tiempo (Sandoval-
Herrera et al., 2019). Sin embargo, la totoaba en cultivo muestra preferencia por ambientes oscuros.
Ya que la totoaba es un organismo depredador carnivoro, el lado claro del acuario representa un
ambiente donde pudiera encontrar alimento y dado a que los organismos utilizados en el
experimento provienen de cultivo, es probable que no estuvieran acostumbrados a la busqueda de
refugio. La ansiedad en peces se caracteriza por comportamientos de inmovilidad, ocultarse o un
incremento del movimiento, defecacién y tigmotaxis (Miletto et al., 2020). En el presente estudio la
conducta exploratoria fue gravemente afectada (incremento en el numero de eventos de
congelamiento y menor conducta exploratoria) sugiere que el AD imita el efecto o actlia como una
droga ansiogénica. Por otra parte, la respuesta de escape en peces es una conducta evasiva mediada
por neuronas que reciben estimulo vibracional y muestran contraccién muscular como respuesta
(Sandoval-Herrera et al., 2019; Hope et al., 2019). Debido a que el I6bulo éptico y el cerebelo fueron
afectados, y al ser dos de los centros integrativos para la coordinacion motora en el sistema nervioso
de peces la respuesta de escape fue consecuentemente afectada por el consumo de alimento con
AD. En otros estudios y con varias especies de vertebrados se reporta un patron general de

lateralizacion en diferentes especies, siendo el hemisferio derecho especializado en controlar la
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conducta social, respuesta a estimulos inesperados (ej. depredadores) y procesar informacidn global
(Miletto et al., 2020; Domenici et al., s.f.). Las lesiones observadas en el hemisferio derecho del
cerebro en los juveniles de totoaba estan probablemente relacionadas con la reduccién en la
respuesta de escape a un depredador hipotético considerando a la totoaba como una especie con

cerebro lateralizado.

Aunque los peces no muestran los signos tipicos de intoxicacién por AD como aquellos
observados en aves y mamiferos marinos (McHuron et al., 2013; Tryphonas et al., 1990; Zabka et
al., 2009), este estudio sugiere que existen efectos subyacentes que pueden impactar la salud de
los organismos. En el presente estudio se demostrd que la totoaba es afectada por el AD adquirido
através de laingesta de la toxina en el alimento. Aunque la susceptibilidad al AD podria ser especie-
especifica, el hecho de que los peces sean susceptibles a la toxina adquirida a través de una ruta
ecolégicamente relevante podria tener importantes implicaciones ecoldgicas al alterar las
interacciones depredador-presa al convertir a un organismo naturalmente depredador en presa
facil de organismos de mayor tamafio. Es preciso investigar como puede afectar el AD al bienestar

de los peces.

La harina de pescado es un producto que tiene altos niveles de acidos grasos esenciales,
especialmente de tipo omega-3 que son acidos grasos insaturados de cadena larga (Cho et al., 2010).
Por su estructura molecular los acidos grasos son propensos a la oxidacidn, poseen en su estructura
una cadena de carbonos que presenta multiples dobles enlaces los cuales son sitios reactivos
susceptibles a la oxidacién (Wang et al., 2023). La pérdida de acidos grasos en la harina de pescado
es critica desde la perspectiva de nutricién animal, por lo que, durante la elaboracién de la harina
se utilizan antioxidantes para estabilizar el producto final (FAO, 2019). Sin embargo, el acido
domoico comparte similitudes estructurales con los acidos grasos como son la presencia de un
grupo carboxilo y una cadena de carbonos. La cadena de carbonos del AD contiene un doble enlace,
lo que lo hace propenso a la oxidacidn, y por esto, existe la posibilidad de que el uso de antioxidantes
para evitar la pérdida de acidos grasos favorezca la permanencia del AD en la harina. Sin embargo,
en los resultados no se observan diferencias importantes entre la concentracidn de acido domoico
entre las muestras con y sin antioxidante afadido en cada tratamiento. Lo que sugiere que los

antioxidantes no tienen un efecto en la permanencia del 4cido domoico en el producto final.
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Por otra parte, el AD al contener Unicamente un doble enlace (acido insaturado) es menos
propenso a la oxidacién al compararlo con los acidos grasos que contienen multiples dobles enlaces
(acidos poliinsaturados)(Cabrera et al., 2020). Por lo anterior, se esperaria que las harinas del
tratamiento en el cual no se eliminaron los liquidos y/o aceites (Tratamiento 2), tuvieran una mayor
concentracién de acido domoico al contener una mayor cantidad de lipidos (acidos grasos) mas
propensos a la oxidacién que el AD. Sin embargo, se observa que hay una mayor concentracién de
acido domoico en las harinas del tratamiento 1 en el cual se eliminaron los liquidos y/o aceites lo
gue resulta de forma contraria a lo esperado. Esto sugiere que no existe correlacién entre los niveles
de &cidos grasos y la permanencia del dcido domoico en las harinas. Sin embargo, estas
observaciones deben ser comprobadas a través del andlisis de contenido de lipidos de la harina de
cada tratamiento para determinar si existe una correlacion entre cantidad de lipidos y presencia de

acido domoico.
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Capitulo 5. Conclusiones

La totoaba y lobina rayada, peces teledsteos carnivoros, son susceptibles al acido domoico (AD)
tanto por via intraperitoneal como por via oral. Aunque la exposicién oral al AD no desencadend
respuestas conductuales estereotipadas evidentes, si generd dafos tisulares significativos en el

cerebro y el corazén de los organismos.

Las dosis utilizadas en los experimentos no generaron conductas estereotipadas, pero la exposicion
al AD si resulté en alteraciones conductuales que pueden tener implicaciones ecoldgicas. En
particular, en la totoaba, el AD induce alteraciones morfoldgicas notables en el cerebro,

evidenciando su efecto neurotdxico incluso sin manifestaciones conductuales estereotipadas.

El AD resiste el proceso de elaboracién de harina de pescado, lo que implica que la toxina puede

estar presente en los productos finales destinados a la alimentacién animal o humana.
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Anexos

Anexo A

Atlas de neuroanatomia del cerebro de Totoaba macdonaldi

Histologia

Se utilizaron 20 juveniles de Totoaba macdonaldi para la realizacidn de este estudio. Los organismos
se colocaron en agua fria para su aletargamiento y posteriormente se realizd eutanasia por corte de
branquias. Los organismos fueron decapitados y el craneo se abrié dorsalmente para exponer el
cerebro. Los cerebros fueron removidos utilizando pinzas de diseccién y se colocaron en formol al
10% para su fijacidon durante un periodo de un mes previo a su procesamiento. Los érganos fueron
deshidratados en una serie de alcoholes de graduacion creciente y procesados por la técnica de
inclusion en parafina. Se realizaron cortes transversales de 5 um del érgano completo y se
obtuvieron 50 laminillas por cada cerebro. Las laminillas fueron tefiidas con la técnica de

hematoxilina-eosina.

Preparacion de figuras

Se seleccionaron tres series de laminillas (3 organismos) de cerebros de organismos sanos para
documentaciéon fotografica. Utilizando edicion en computadora se eliminaron artefactos y otras
estructuras indeseadas, como el contenido ventricular. Las laminillas fueron analizadas utilizando
un microscopio Leica DM2000 y con el Software Leica Acquire se obtuvieron 5 imagenes por cada
laminilla. Las imagenes fueron compuestas en una sola figura utilizando BioRender

(www.bionrender.com). Las estructuras que se perdieron al extraer el cerebro de la cavidad craneal

se representaron con lineas punteadas cuando fue necesario. Las figuras mds representativas de
cada serie fueron seleccionadas de acuerdo con la aparicion de nuevas estructuras. Los numeros
mostrados en cada figura del atlas representan el nimero de seccidon. Mientras que los nimeros
indicados en la Fig.3 se presentan arbitrariamente con la seccién I. Se utilizé el libro An Atlas of the
Brain of the Gilthead Seabream (Sparus aurata) como referencia para la identificacion de las

regiones cerebrales en las ilustraciones de las secciones trasnversales.


http://www.bionrender.com/
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Figura 16. Vista lateral del plano general del cerebro de un pez teledsteo adulto. Se indican 4 regiones principales:
telencéfalo, mesencéfalo, metaencéfalo y mielencéfalo. El telencéfalo consta del area telencefalica y un bulbo olfatorio
(BO). El mesencéfalo comprende la parte media del cerebro y esta cubierto casi en su mayoria por el tectum éptico (TeO)
en la parte dorsal. La parte ventral consta de estructuras como torus longitudinalis (TL), pituitaria (Pit), hipotalamo tuberal
(TL) y I6bulo inferior del hipotalamo (LI). El metaencéfalo alberga en la regidn ventral gran parte de los nervios craneales
y se encuentra cubierto por el cerebelo (Cer) y eminentia granularis (EG). La medula oblongata (MO) localizada en el
mielencéfalo se extiende hasta la medula espinal (medulla spinalis).

Figura 17. Vista lateral del cerebro de un pez teledsteo adulto indicando las posiciones de las secciones transversales
ilustradas en la serie de imagenes de cortes seriados. Las secciones transversales en serie se etiquetaron arbitrariamente
desde la regién cefalica hasta la region caudal del cerebro.



Cross section |

TeO tectum oéptico

PGZ zona gris periventricular del tectum éptico
PPv nucleo periventricular pretectal, parte ventral
PPd nucleo periventricular pretectal, parte dorsal
CP nucleo talamico central posterior

TPp nucleo periventricular del tuberculo posterior
PGm nucleo medial preglomerular

PGi nucleo lateral preglomerular

LR receso lateral del ventriculo diencefalico

Hd hipotdlamo periventricular, zona dorsal

55



Cross section Il

TeO tectum oéptico

PGZ zona gris periventricular del tectum éptico
TeV ventriculo tectal

VOT tracto dptico ventrolateral

TLa torus lateralis

CP nucleo talamico central posterior

TPp nucleo periventricular del tuberculo posterior
PGm nucleo medial preglomerular

PGi nucleo lateral preglomerular

Hd hipotdlamo periventricular, zona dorsal

LR receso lateral del ventriculo diencefalico

ATN nucleo anterior tuberal
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Cross section VI

TeO tectum oéptico

PGZ zona gris periventricular del tectum
Optico

TeV ventriculo tectal

TL torus longitudinalis

TS torus semicircularis

FR fasciculus retroflexus

TPp nucleo periventricular del tuberculo

posterior

DiV ventriculo diencefalico

PC plexo coroideo

PTN nucleo posterior tuberal

Hc hipotalamo periventricular, zona caudal
Hd hipotdlamo periventricular, zona dorsal
LR receso lateral del ventriculo diencefalico

DIL nucleo difuso del I6bulo inferior
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Cross section VIl

TeO tectum o6ptico

PGZ zona gris periventricular del tectum
Optico

TL torus longitudinalis

TeV ventriculo tectal

Val division lateral de valvula cerebelli

Vas vascular lacuna de area postrema

TSc nucleo central del torus semicircularis
FR fasciculus retroflexus

TLa torus lateralis

DIL nucleo difuso del I6bulo inferior

LR receso lateral del ventriculo diencefalico
Hd hipotadlamo periventricular, zona dorsal

PC plexo coroideo
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Cross section IX

=

TeO tectum o6ptico TPM tractus pretectomamillaris

PGZ zona gris periventricular del tectum CM corpus mamillare

Optico Hc hipotalamo periventricular, zona caudal
TL torus longitudinalis TLa torus lateralis

Val division lateral de valvula cerebelli CIL nucleo central del I6bulo inferior

TSc nucleo central del torus semicircularis DIL nucleo difuso del I6bulo inferior

DTN nucleo tegmental dorsal Hd hipotdlamo periventricular, zona dorsal
EW nucleo Edinger-Westphal LR receso lateral del ventriculo diencefalico
LLF fasciculo longitudinal lateral PC plexo coroideo

Vas vascular lacuna de area postrema



Cross section XI

TeO tectum o6ptico

PGZ zona gris periventricular del tectum
Optico

TL torus longitudinalis

Val division lateral de valvula cerebelli
TeV ventriculo tectal

TSc nucleo central del torus semicircularis
TSvl nucleo ventrolateral de torus
semicircularis

PL nucleo perilemniscal

LLF fasciculo longitudinal lateral

TMCa tractus mesencephalocerebellaris
anterior

NIII nucleo oculomotor

Nin nucleo interpeduncularis

PC plexo coroideo

CM corpus mamillare

CIL nucleo central del I16bulo inferior
DIL nucleo difuso del I6bulo inferior

Hd hipotadlamo periventricular, zona dorsal

LR receso lateral del ventriculo diencefalico
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Cross section Xlli

TeO tectum o6ptico

TL torus longitudinalis

Val division lateral de valvula cerebelli
Vam division medial de valvula cerebelli
PGZ zona gris periventricular del tectum
Optico

TSc nucleo central del torus semicircularis

Cross section XIV

TMCp tractus mesencephalocerebellaris
posterior

TMCa tractus mesencephalocerebellaris
anterior

TTB tractus tectobulbaris

LLF fasciculo longitudinal lateral

Nin nucleo interpeduncularis

PC plexo coroideo
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TeO tectum o6ptico

PGZ zona gris periventricular del tectum
Optico

TL torus longitudinalis

Vam division medial de valvula cerebelli
TSc nucleo central de torus semicircularis

NLV nucleus lateralis valvulae

62

TTB tractus tectobulbaris

LLF fasciculo longitudinal lateral

GC griseum centrale

PC plexo coroideo

DIL nucleo difuso del I6bulo inferior

LR receso lateral del ventriculo diencefalico



Cross section XVI

TeO tectum oéptico

PGZ zona gris periventricular del tectum
Optico

TL torus longitudinalis

CCe corpus cerebelli

Vam division medial de valvula cerebelli

RV ventriculo romboencefalico

TSc nucleo central de torus semicircularis
GC griseum centrale

Cven comisura ventral de romboencéfalo
NI nucleus isthmi

V nervio trigeminal

SRF formacion reticular superior
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Cross section XXI

TeO tectum oéptico

PGZ zona gris periventricular del tectum
Optico

CCe corpus cerebelli

G capa granular del cerebelo

GC griseum centrale

SRF formacion reticular superior

ALLN nervios de linea lateral anterior
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Cross section XXX-1

TeO tectum dptico
PGZ zona gris periventricular del tectum éptico

CCE corpus cerebelli
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Cross section XXX-2

TeO tectum dptico
PGZ zona gris periventricular del tectum éptico
CCe corpus cerebelli

G capa granular del cerebelo
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Cross section XXX-3

TeO tectum dptico
CCe corpus cerebelli

G capa granular del cerebelo
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Cross section XXX-4

TeO tectum dptico
CCe corpus cerebelli

G capa granular del cerebelo
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Cross section XXX-5

TeO tectum dptico
CCe corpus cerebelli

G capa granular del cerebelo

Z
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Cross section XXX-6

M capa molecular del cerebelo
CCe corpus cerebelli

G capa granular del cerebelo
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Cross section XXX-7

M capa molecular del cerebelo
CCe corpus cerebelli

G capa granular del cerebelo
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Cross section XXX-8

M capa molecular del cerebelo
CCe corpus cerebelli

CC crista cerebellaris
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Cross section XXX-9

CCe corpus cerebelli
M capa molecular del cerebelo

CC crista cerebellaris
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Cross section XXX-10

CCe corpus cerebelli
M capa molecular del cerebelo
G capa granular del cerebelo

CC crista cerebellaris
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Anexo B

GLOSARIO
Agudo: sintomas o signos que comienzan y evolucionan rapidamente.
AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid, tipo de receptor iontrdpico de glutamato
y canal idnico predominantemente de Na+ que media la transmisidn sinaptica rapida en el sistema

nervioso central.

Apoptosis: es el proceso de muerte celular programada que utilizan los organismos multicelulares para

eliminar células danadas o inecesarias.

Barrera hematoencefalica (BHE): estructura especializada que protege el cerebro y el sistema nervioso

central de sustancias potencialmente dafiinas presentes en la sangre, a la vez que permite el paso selectivo

de nutrientes esenciales y moléculas necesarias para el funcionamiento cerebral.

Cariolisis: ruptura y disolucién de la cromatina nuclear, tercera etapa de la necrosis oncdtica.

Cariorrexis: fragmentacién de la cromatina nuclear, segunda etapa de la necrosis oncética.

Congelamiento: ausencia de actividad natatoria por mas de diez segundos.

Cronico: enfermedad o afeccion que por lo general dura 3 meses o mas y que es posible empeore con el

tiempo.

Escototaxis: preferencia por la oscuridad. Es un modelo para peces utilizado para evaluar los efectos

ansiolitocos de sustancias toxicas.

Excitotoxicidad: exposicidn excesiva al neurotransmisor glutamato o sobreestimulacién de sus receptores

en la membrana de las células neuronales, lo que conduce a dafio y/o muerte neuronal.
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Especies Reactivas de Oxigeno (ROS): tipo de molécula inestable que contiene oxigeno y que reacciona
facilmente con otras moléculas de la célula. Es posible que una acumulacién de especies reactivas de

oxigeno en las células dafie el ADN, ARN y las proteinas, y posiblemente cause la muerte de una célula.

Glutamato: principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso de vertebrados.

Hipocampo: estructura cerebral localizada en el l16bulo temporal, por lo que forma parte del sistema

limbico y cuya funcién esta relacionada con los procesos de aprendizaje y memoria.

Kainato: subclase de receptores tipo iontrépico de glutamato.

Lateralizacidn: especializacion de cada hemisferio cerebral en la ejecucidon de funciones cognitivas y

motoras.

Melanismo: exceso de pigmentaicdn oscura en los tejidos de un organismo.

Necrosis oncética: muerte celular. Tambien conocida como necrosis u oncdsis, es un proceso derivado de

la activacion de enzimas nucleareas y es resultado de un dafo irreversible a las células.

Neurotoxina: sustancia que es tdxica para el tejido nervioso.

NMDA: N-metil-D-asparato. Tipo de receptor ionotrdpico de glutamato que tiene funciones en la
neuroplasticidad, un mecanismo neuronal que se considera la base de la formacion de la memoria. Los
receptores tipo NMDA también estan implicados en el proceso de excitotoxicidad.

Picnosis: condensacion de la cromatina nuclear, primera etapa de la necrosis oncotica.

Receptor iontrdpico: estructuras proteicas de la membrana plasmatica neuronal que funcionan como
canales idnicos especificos para determinados iones. Segun sea el tipo de ién involucrado es la naturaleza
del efecto que se produce cuando estos receptores se abren. Al ser canales idnicos, este tipo de receptores

participan en las respuestas rapidas, excitatorias o inhibitorias que dan las neuronas.

Tejido espongiforme: presencia de pequefios orificios en el tejido nervioso que dan un aspecto

“esponjoso” al cerebro.
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Terminal pre-sindptica: drea especializada en el axdn de la neurona que contiene vesiculas sinadpticas que
liberan un neurotransmisor en la hendidura sindptica el cual es ligado por los correspondientes receptores
post-sinapticos.

Tigmotaxis: tendencia de un organismo a permanecer cerca de las paredes del acuario de prueba.

Tisular: perteneciente o relativo a los tejidos de los organismos.
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