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Resumen 

Los procesos epigenéticos tienen un rol importante en funciones del sistema nervioso. Las 

sustancias tóxicas pueden modificar el epigenoma causando alteraciones 

neuroconductuales, lo que puede estar mediado por la habilidad de los tóxicos para alterar 

la expresión de genes clave del sistema nervioso vía modificaciones en la metilación de su 

promotor. Se ha sugerido que estas alteraciones pueden transmitirse a generaciones 

subsecuentes sin que haya exposición directa al tóxico. El arsénico (As) es un neurotóxico 

ubicuo asociado a alteraciones en la metilación de ADN y otros procesos epigenéticos; sin 

embargo, se desconoce si el As puede causar efectos transgeneracionales. Este estudio 

exploró posibles efectos transgeneracionales de la exposición parental a As a dosis 

relevantes al ambiente sobre la expresión y metilación de genes asociados al neurodesarrollo 

y la plasticidad cerebral en el pez cebra, relacionando estos cambios con alteraciones 

conductuales y en otros procesos epigenéticos. Embriones de una generación parental (F0) 

fueron expuestos directamente a 50 o 500 ppb de As desde las 4 hpf hasta su adultez, de 

donde se obtuvo la generación F1 (intergeneración) y subsecuentemente la generación F2 

(transgeneración). Con qRT-PCR se evaluaron los niveles de expresión de los genes MBP, 

PPP1R1B, BDNF Y RELN encontrando que el As indujo una infraexpresión de BDNF en machos 

de F0 y F2. La metilación del promotor de BDNF en estos grupos se midió vía MethySYBR, 

revelando que hubo correlación entre la infraexpresión de BDNF y la hipermetilación de su 

promotor sólo en F0. Estos cambios coincidieron con alteraciones sobre la locomoción y 

conductas similares a la ansiedad observadas previamente en nuestros peces. Así, nuestros 

resultados sugieren que el As impacta sobre parámetros neuroconductuales al inducir una 

infraexpresión de BDNF a través de cambios en su metilación, y que estos efectos pueden 

transimitirse a la progenie, aportando la primera evidencia de que el As puede generar 

efectos transgeneracionales.  
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Summary 

Epigenetic processes have a important role on nervous system functions. Toxic substances 

may alter epigenome causing neurobehavioral alterations. This changes can be mediated 

by the ability of toxics to induce impaired gene expression on neural key genes vía an 

alteration on methylation levels of their promoters. Previously had been sugested that this 

alterations may be transmited to descendants without a direct exposition to the toxicant. 

Arsenic (As) is a ubicuous neurotoxic substance asociated to the disruption of DNA 

methylation and other epigenetic processes; however, it remains unknown the potential of 

As to produce transgenerational effects. This study focused on the exploration of posible 

transgenerational effects on the expression and methylation of neural key genes by 

parental exposure to doses relevant to the environment of As, associating this changes with 

alterations on behavior and epigenetic processes besides methylation. Embryos of F0 

(parental generation) were directly exposed to 50 or 500 ppb of As from 4 hpf till adulthood. 

F0 adults were raised to produce F1 generation (intergeneration) and subsecuently the F2 

generation (transgeneration). Vía qRT-PCR we evaluated the expression levels of genes 

MBP, PPP1R1B, BDNF and RELN, finding an underexpression of BDNF induced by As 

exposure on F0 and F2 males. Methylation levels on this groups were meassured by 

MethySYBR method, and results showed a direct correlation between BDNF 

underexpression and it’s promoter hypermethylation only in F0. This changes were 

consistant with alterations on motor activity and anxiety-like behaviors which were 

transmitted to the F2 generation, Thus, our results sugest As impact negatively on the 

behavior by reducing BDNF expression vía methylation changes in BDNF promoter, and this 

effects can be inherited to non-exposed descendants, giving for the first time an evidence 

of transgenerational effects of arsenic exposure.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Un fenómeno transgeneracional se define como la habilidad de un fenotipo fisiológico o 

enfermedad para ser heredado a generaciones subsecuentes a través de la línea germinal 1. Es decir, 

cuando un organismo es expuesto a condiciones ambientales determinadas (p. e. cambios en la 

dieta, en las condiciones abióticas o exposición a sustancias tóxicas) puede desarrollar nuevas 

características fenotípicas que pueden ser heredadas a la progenie, sin que esta esté en contacto 

con la condición ambiental que generó los cambios.  

El epigenoma se refiere a toda información biológica heredable situada alrededor pero no dentro 

de la secuencia de ADN, y que tiene influencia sobre la expresión génica y la homeostasis celular. 

Entre los distintos procesos epigenéticos existentes destacan la metilación de ADN, las 

modificaciones post-traduccionales de histonas y los ARN no codificantes 2. La metilación de ADN es 

el mecanismo de modificación epigenética más estudiado, y se refiere a la adición de un grupo 

metilo en citosinas del ADN situadas en dinucleótidos CpG (5’ C-G 3’).  

Actualmente se reconoce que un efecto transgeneracional puede estar mediado por la alteración 

de información epigenética en el ancestro y la conservación de esas modificaciones en la progenie. 

Este fenómeno se conoce como herencia epigenética transgeneracional, y se define formalmente 

como la herencia, a través de la línea germinal, de información epigenética entre generaciones en 

ausencia de una influencia continua del ambiente que conduce a variaciones fenotípicas 1. 

El arsénico (As) es un metaloide considerado una de las substancias más ubicuas y tóxicas en el 

mundo, y se ha visto asociado a distintos efectos neurotóxicos 3-8. Se piensa que parte de los daños 

neurológicos asociados a la exposición al As podrían estar mediados por alteraciones en la 

metilación de ADN con consecuentes cambios en el nivel de expresión de genes neurales, 

impactando así en la conducta. Asimismo, si estos cambios en la metilación de ADN se transmiten a 

la progenie, esta presentaría también las alteraciones en expresión génica y conducta.  

Este estudio fue diseñado para determinar si el As es capaz de inducir efectos transgeneracionales 

sobre la expresión de genes asociados al neurodesarrollo y la plasticidad cerebral mediante la 

alteración de sus niveles de metilación. A pesar de lo bien estudiado que está el As a nivel 

toxicológico, hasta hoy no existen estudios que reporten alteraciones transgeneracionales a nivel 

molecular asociadas a la exposición al metaloide, por lo cual es necesario realizar estudios al 
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respecto dado el impacto que el As puede tener en la salud de poblaciones humanas que consumen 

aguas contaminadas con él, y sobre la biodiversidad, particularmente la acuática 9.  

Para ello, en esta investigación se utilizó el pez cebra como modelo animal, dado que brinda amplias 

ventajas para estudios transgeneracionales.  Ejemplo de ellos es su ciclo de vida corto, su alta tasa 

reproductiva, su desarrollo embrionario extrauterino y su relativamente fácil y económico manejo. 

Se realizaron ensayos basados en la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR), con los 

que se cuantificaron cambios en la expresión (1) y en la metilación del promotor (2) de los genes 

MBP (proteína mielina básica), PPP1R1B (proteína fosfatasa 1 subunidad regulatoria 1B), BDNF 

(factor neurotrófico derivado del cerebro) y RELN (reelina).  

Los ensayos fueron hechos sobre el tejido cerebral de peces de tres generaciones lineales (F0, F1, 

F2), donde los grupos experimentales de la generación parental (F0) tuvieron contacto con As, 

mientras que los descendientes se criaron en un medio libre del contaminante. Los ensayos de 

expresión y metilación se aplicaron sobre los mismos individuos, lo cual permitió determinar si 

existe una correlación entre ambos parámetros. Asimismo, el realizar las pruebas en los 

descendientes que no tuvieron contacto directo con As hizo posible reconocer si hubo efectos 

transgeneracionales sobre alguno de los parámetros, o sobre ambos.  

Los experimentos revelaron que los peces machos de las generaciones F0 y F2 tuvieron una 

disminución significativa del nivel de ARNm del gen BDNF, dando evidencia de un efecto 

transgeneracional sexo-dependiente por exposición al As. Asimismo, encontramos que en los 

machos F0 el promotor de BDNF se vio hipermetilado, demostrando una correlación negativa entre 

la expresión del gen y el nivel de metilación de su promotor. Además, en un contexto integral, la 

infraexpresión de BDNF está se vio asociada a la alteración de conductas asociadas a la ansiedad, lo 

cual se reportó en estudios adyacentes a esta tesis donde se utilizaron los mismos peces.  
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2. ANTECEDENTES  

 

2.1 Epigenética 

El término epigenética tuvo su origen tras al estudio de C. D. Waddington en 1940, en el cual 

investigó la interacción gen-ambiente y su relación con fenómenos de herencia no-Mendeliana 2, 10. 

La gran aportación de dicho estudio fue el dar evidencias de que un cambio en el ambiente puede 

causar cambios en el fenotipo de un organismo sin alterar su genotipo, y que posiblemente dichos 

cambios pueden ser transmitidos a generaciones subsecuentes 10. Actualmente se reconoce que 

dichos cambios se deben a la alteración de distintos factores a nivel molecular. 

Con ello, hoy se ha define a la epigenética como el conjunto de procesos moleculares alrededor del 

ADN que son capaces de regular la actividad genómica de manera independiente al ADN, y que son 

mitóticamente estables 11. Las alteraciones en el epigenoma son procesos dinámicos que se 

potencializan en presencia de cambios ambientales; asimismo, la capacidad de dichos cambios para 

modificar la expresión génica, hace que los procesos epigenéticos tengan un papel clave en el 

proceso de adaptación de un organismo ante un ambiente nuevo.  

2.1.1 Metilación de ADN y su influencia sobre la expresión génica 

La regulación epigenética involucra distintos mecanismos moleculares. Entre ellos destacan la 

metilación del ADN, las modificaciones post-traduccionales de histonas (PTHM), y los ARN no 

codifcantes, entre otros 2. En la metilación del ADN, el grupo metilo se adhiere a las citosinas en los 

dinucleótidos CpG por acción de enzimas de la familia de las ADN metiltransferasas (DNMTs), 

quienes utilizan S-adenosylmetionina (SAM) como co-sustrato y donador de la molécula CH3 12 que 

se adherirá al carbono 5 de la citosina, formando el complejo 5-metilcitosina (5mC) (figura 1). 
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Anteriormente se ha sugerido que el mecanismo principal mediante el cual la metilación de ADN 

puede influir en la transcripción es que cuando el promotor de un gen se metila, se producen 

cambios estructurales en la cromatina, compactándola e inhibiendo su apertura para la unión de 

polimerasas y/o factores de transcripción 13. Por ello, la hipermetilación de la región promotora de 

un gen comúnmente se relaciona con su silenciamiento (figura 2) 14, 15. Asimismo, se ha reconocido 

que este bloqueo en la expresión génica se debe a que los grupos metilo son reconocidos por 

proteínas que reclutan complejos proteicos represores de la transcripción 16. 

2.2 Herencia epigenética transgeneracional  

Recientemente se han realizado numerosos estudios toxicológicos que reportan la capacidad de 

diversas sustancias tóxicas para generar efectos heredables a la descendencia 2 (Tabla 1). A estos 

Figura 2.- Relación entre la metilación y la transcripción 17. La hipermetilación en una región del genoma puede 

conducir a la compactación de la cromatina en la zona; si dicha compactación se da en el promotor de un gen, se 

dificultará la entrada de polimerasas y factores de transcripción, reduciendo su expresión. 

Figura 1.- Ilustración del proceso de metilación de ADN 12. SAM, S-adenosilmetionina; SAH, S-adenosilhomocisteína; 

DNMT, DNA metiltransferasa 

5-metilcitosina  Citosina 
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efectos se les denomina efectos transgeneracionales, lo cual se refiere a que se presentan por 

exposición parental, pero no directa, a una condición ambiental determinada. Es decir, cuando un 

organismo se expone a un cambio ambiental, este puede ocasionar cambios fenotípicos; si su 

descendencia presenta la nueva variación fenotípica sin haber estado en contacto con la condición 

ambiental que la produjo, se dice que existió un efecto transgeneracional.  

Figura 3. Fenómeno de la herencia epigenética transgeneracional y tipos de exposición a insultos ambientales (ej. 

Sustancias tóxicas, contaminantes ambientales o dieta). Adaptada de Nilsson et al (2018) 2.  
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Cabe resaltar que cuando se expone al organismo parental (F0) a un contaminante, su línea germinal 

(F1) también puede verse afectada, por lo que se considera que la siguiente generación también fue 

expuesta; a esto se le conoce como exposición multigeneracional. La descendencia de la generación 

que fue expuesta como línea germinal (F2) será la primera con verdadera ausencia de exposición y 

por lo tanto, la primera con verdaderos efectos transgeneracionales, si los hay (figura 3) 2.   

El mecanismo mediante el cual estos efectos pueden heredarse aún no se entiende por completo, 

pero se ha sugerido que puede asociarse a la transmisión de información epigenética. Por ejemplo, 

si un organismo es expuesto a determinada condición ambiental su nivel de metilación puede 

alterarse, conduciendo a cambios en la expresión de genes y resultando así en el desarrollo de un 

nuevo fenotipo. El nuevo patrón de metilación podría ser heredado, siendo el que provoca la 

expresión del nuevo fenotipo en los descendientes; a este fenómeno se le conoce como herencia 

epigenética transgeneracional 1, 11.  

Tabla 1.- Evidencias de efectos transgeneracionales por exposición a condiciones específicas 2.  

 

Hasta hoy existe gran controversia sobre si la metilación del ADN es la información que se transmite 

a la progenie y que trae consigo la aparición de los efectos en la descendencia. En mamíferos, la 

Sustancia tóxica Efecto

Vinclozolina Daños en fertilidad en machos; enfermedades de próstata y riñón, tumores, patologías 

inmunológicas y reproductivas 

Vinclozolina Cambios género-específicos en comportamientos asociados a la ansiedad 

Metoxicloro Daños en fertilidad en machos; enfermedades de riñón, ovarios y obesidad 

Permetrina/DEET Enfermedades de próstata y riñón

Dioxina Enfermedades de próstata y riñón, reducción de fertilidad y efectos negativos en 

resultados de embarazo

BPA/ftalatos Enfermedades de próstata y riñón; obesidad 

Mezcla de hidrocarburos Enfermedades de próstata y riñón; obesidad; patologías inmunológicas y reproductivas 

Vinclozolina, permetrina/DEET, plasticos, 

dioxina y mezcla de hidrocarburos

Ovario poliquístico, reducción de pool folicular primordial 

DDT Obesidad 

Ftalato Disrupción de organización de célular germinales testiculares y de funcion de células 

madre espermatogoniales; cambios hormonales y en comportamiento 

Ftalato Disrupción de función ovárica

Tributilestaño Aumento en el almacenamiento de grasas 

BPA Enfermedades cardiacas y reducción de fertilidad 

BPA Cambios en comportamiento social y expresión de genes neurales 

Atrazine Enfermedades testiculares, pubertad temprana, fenotipo magro 

Benzo(a)pireno Deficits fisiológicos y de conductuales 

Mercurio Alteraciones conductuales 

Nicotina Funcion pulmonar anormal 
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metilación total del ADN (i. e. metiloma) atraviesa al menos dos eventos de reprogramación durante 

el desarrollo embrionario 18, en los cuales las metilaciones presentes son eliminadas por procesos 

enzimáticos. Sin embargo, esta “limpieza” del metiloma no ocurre igual en todos los sitios del 

genoma 19. En ratones la metilación persiste en regiones específicas del ADN en los oocitos durante 

periodos post-fertilización que típicamente se caracterizan por presentar hipometilación global 20. 

Estas regiones son conocidas como regiones diferencialmente metiladas (DMRs). 

En el pez cebra se ha evidenciado que el patrón de metilación del esperma es heredado por los 

embriones en estadios tempranos del desarrollo 21. Asimismo, existen diversos reportes de efectos 

transgeneracionales en este modelo animal por exposición a distintos contaminantes ambientales 

como dioxinas, bisfenol A (BPA) y plaguicidas de interés comercial 22. En 2018 un estudio encontró 

que la exposición parental a radiación ionizante causa alteraciones en la metilación del ADN de 

peces cebra, que persisten de manera transgeneracional a través de la conservación de DMRs en 

generaciones posteriores 23.  

La gran mayoría de estas DMRs se localizaron en regiones reguladoras de la transcripción, como 

promotores de genes 23. Los autores discutieron que estos cambios transgeneracionales en la 

metilación pueden estar ligados a efectos heredables que se reportaron previamente por exposición 

a la radiación ionizante, como inestabilidad genómica y déficits en la formación de los ojos 24. A 

pesar de estas evidencias, aún se debe profundizar con estudios en el tema para determinar qué 

tanto del patrón de metilación del ancestro realmente se conserva en el descendiente, y si esta es 

en verdad la causa de los efectos vistos en la progenie. 

2.3 El arsénico  

Como se mencionó anteriormente, la exposición a sustancias tóxicas es uno de los tipos de cambio 

ambiental que se asocian a alteraciones transgeneracionales (Tabla 1). Una de las substancias 

considerada como una de las más ubicuas y tóxicas del planeta es el arsénico (As); un metaloide 

cuyo consumo se asocia al desarrollo de distintos tipos de cáncer, enfermedades vasculares, 

diabetes y problemas neurológicos 25. A pesar de la amplia cantidad de estudios toxicológicos del 

As, al día de hoy no existen reportes de efectos transgeneracionales por su causa.   

2.3.1 Exposición y distribución en México  
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El As se encuentra en forma natural en la corteza terrestre 26 y se distribuye en suelos, sedimentos, 

ambientes acuáticos, y en organismos, debido a procesos de absorción 27. La intoxicación con As se 

da principalmente por la ingesta de aguas contaminadas por procesos naturales y antropogénicos. 

Generalmente se encuentra conjugado con otros elementos químicos formando compuestos 

orgánicos e inorgánicos. Entre ellos, las formas inorgánicas son mayormente tóxicas que las 

orgánicas 28. 

En diversos estados del territorio mexicano se han documentado concentraciones de arsénico 

inorgánico (Asi) disuelto que sobrepasan el límite permisible de concentración en agua de uso y 

consumo  humano (0.025 mg/L) determinado por la Secretaría de Salud (SS) 29. Entre los dichos 

estados se encuentran Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila, Nuevo León, Durango, Sonora y San 

Luis Potosí 30-32. Cabe señalar que el límite impuesto por la SS para aguas Mexicanas sobrepasa el 

límite internacional determinado por la Organización Mundial de la Salud, que es de 0.01 mg/L 33. 

2.3.2 Absorción  

El Asi puede presentarse naturalmente de dos formas relevantes por su importancia biológica. El 

arsenato (Asi
V o As pentavalente) es la que se encuentra con mayor frecuencia debido a que se da 

en condiciones aeróbicas, por lo que puede conservarse en el agua; mientras tanto, el arsenito (Asi
III 

o As trivalente) es más escaso ya que se presenta en condiciones anaeróbicas 34. Estas formas están 

definidas por su estado de oxidación, mismo que modifica su nivel de toxicidad. El Asi
III parece ser 

responsable de la mayor parte de los efectos tóxicos del As 28. 

El Asi
V es la forma más comúnmente ingerida por el consumo de agua contaminada con Asi. Al 

ingerirla, alrededor del 90% es absorbido por el tracto gastrointestinal para posteriormente 

liberarse al torrente sanguíneo, llegando hasta los hepatocitos, quienes se encargan de su 

metabolización 35, 36. El ingreso del As a las células depende del estado de oxidación del As y del tipo 

celular;  el Asi
V  se absorbe con mayor facilidad a través de los transportadores de fosfatos, mientras 

que el Asi
III ingresa a través de acuagliceroporinas, debido a su mayor permeabilidad con respecto 

al Asi
V 37-40.  

2.3.3 Metabolismo 

El Asi
 es metabolizado por los organismos por medio de reacciones enzimáticas que involucran 

procesos de metilación y reducción para su conversión a una forma orgánica. La biotransformación 
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del Asi permite que el 70% de sus metabolitos sean excretados a través de la orina, mientras que 

sólo un pequeño porcentaje es retenido por el organismo 35. Actualmente existen dos mecanismos 

propuestos sobre el proceso de metilación del Asi para su metabolización; la vía metabólica clásica 

de metilación oxidativa y la vía de conjugación a glutatión por metilación reductiva.  

2.3.3.1 Vía metabólica clásica 

Este proceso inicia cuando el AsV es reducido a AsIII en presencia de glutatión s-transferasa omega 

(GST-omega), que funge como donador de electrones 41. El AsIII es metilado por la enzima As3MT 

(arsenito metiltransferasa) (o por la enzima CYT19, la cual es homóloga de As3MT en humanos) 

utilizando SAM (S-adenosil metionina) como cofactor y donador del grupo metilo. Con ello el AsIII se 

transforma en MMAV (ácido monometilarsónico), que posteriormente es reducido a MMAIII (ácido 

monometilarsenioso) por acción de la enzima MMAV reductasa. Finalmente el MMAIII es metilado a 

DMAV (ácido dimetilarsínico) y reducido a DMAIII (ácido dimetilarsenioso) (figura 4)42. 

 

Figura 4. Vía metabólica clásica del Asi en mamíferos 42. 

2.3.3.2 Vía de conjugación a glutatión  

Esta vía ha sido propuesta de forma reciente, y se basa en la formación de complejos As-glutatión 

(GSH) 42. Se inicia con la formación de los complejos arsénico tri-glutatión (ATG) y 

monometilarsónico di-glutatión (MADG), quienes sirven como sustrato para CYT19 (la enzima 
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homóloga de As3MT en humanos), que a su vez requiere SAM como donador de grupos metilo. 

Estos complejos As-GSH son metilados para formar MADG y DMAG (dimetil arso-glutatión), 

respectivamente. Finalmente, estos MADG y DMAG son oxidados a MMAV y DMAV, que en esta vía 

se consideran productos finales, y no intermetiarios de la biotransformación del Asi (figura 5). 

 

 

Figura 5. Nueva vía metabólica del Asi por complejos As-GSH 42. 

2.4 Neurotoxicidad del Asi y su relación con alteraciones en metilación de ADN 

2.4.1 El Asi se reconoce como una sustancia neuróxica  

La exposición a As se ha asociado a diversos efectos negativos sobre el sistema nervioso 

demostrados en modelos animales y humanos 4, 8. Entre ellos destacan alteraciones en la memoria, 

el aprendizaje y las funciones motoras en animales 4, 7, y la disminución del coeficiente intelectual 3, 

47, 48 y encefalopatía 5 en humanos. Además, se ha reportado que la exposición a dosis bajas de As 

puede alterar la función cognitiva y ser un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades 

psiquiátricas 6. 
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Estudios previos han reportado que la exposición a Asi en ratas en etapas tempranas del desarrollo 

(día 15 de gestación) produce hiperactividad en etapas adultas 49. Asimismo, un recientemente se 

demostró que la exposición a Asi en dosis relevantes al ambiente (0.05 y 0.1 mg/L) en ratas durante 

periodos de gestación y lactancia produce un retraso en el desarrollo de reflejos motores sensoriales 

y decremento en la actividad motora 3 meses después del fin de la exposición 50. Esto sugiere que 

la exposición a Asi durante etapas críticas de la gestación produce efectos tardíos en marcadores 

neuroconductuales, que se asocian a efectos neurotóxicos de la sustancia.   

2.4.2 El metabolismo del Asi conduce a desregulación del proceso de metilación de ADN 

 El As se ha mostrado como un potente desregulador de procesos epigenéticos, asociándose 

frecuentemente a hipometilación del ADN global 43. Se ha sugerido que el As produce estos cambios 

epigenéticos debido a que, como se mencionó arriba, su metabolismo requiere de SAM, 

independientemente de la ruta de metilación que se siga (figuras 3 y 4). Por ello, en presencia de As 

se reduce la disponibilidad del co-sustrato para la metilación del ADN por parte de las DNMTs 44.  

Esto se ha visto apoyado por estudios que reportan un decremento del nivel de SAM en el hígado 

(el principal órgano metabolizador de As) de ratas expuestas a Asi, acompañada de una disminución 

en la actividad de las DNMTs 45, 46. Aun así, esto no explica como el Asi induce otras modificaciones 

al epigenoma, por lo que es posible que los cambios se deban a múltiples mecanismos, lo cual hace 

necesario que se profundice con más estudios sobre el tema. 

2.4.2 La metilación del ADN influye en el bienestar del sistema nervioso  

Estudios en décadas recientes han relacionado la desregulación de procesos epigenéticos con el 

desarrollo de desórdenes neurológicos 51, señalando que los factores epigenéticos juegan un papel 

importante en el mantenimiento de funciones del sistema nervioso. Esto se ve apoyado por 

evidencias que prueban que en el sistema nervioso central los mecanismos epigenéticos son 

responsables, entre otras cosas, de la programación neuronal durante etapas tempranas del 

desarrollo embrionario 19, 52-54, de los cambios en la plasticidad sináptica dependiente a actividad 19, 

55-57, y del almacenamiento de memoria a largo plazo 19, 58-63.  

Como se mencionó anteriormente, el As puede fungir como desregulador de procesos epigenéticos. 

Numerosos estudios han reportado que el Asi es capaz de causar modificaciones epigenéticas en 

modelos animales y humanos 65, incluyendo alteraciones en la metilación del ADN 44. 
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Frecuentemente la exposición a Asi se asocia a hipometilación global 43, y la hipometilación del ADN 

genómico se ha ligado a diversas patologías neurológicas, y especialmente a varios tipos de cáncer 

66. Anteriormente se ha señalado que la metilación del ADN juega un papel clave sobre la formación 

y mantenimiento de la memoria 64. 

2.4.3 Daños neurológicos por Asi podrían asociarse a cambios en metilación de genes neurales  

Se reconoce que los cambios en la metilación genómica por exposición a una sustancia tóxica 

pueden ser sitio-específicos, por lo que se pueden dar de manera distinta en genes determinados. 

Con ello, al alterarse la metilación de genes clave del sistema nervioso, esto podría impactar 

negativamente sobre funciones del mismo, traduciéndose en alteraciones neuroconductuales.  Esto 

se ve apoyado por evidencias como la de un estudio del año 2007, donde mediante la prueba de 

acondicionamiento contextual al miedo (CFC) se observó que en ratas, el acondicionamiento al 

miedo –que involucra al proceso de memorización- estuvo asociado a un decremento en la 

metilación del promotor del gen RELN 58, el cual codifica a la proteína reelina.  

La reelina está involucrada en los procesos de plasticidad neuronal; específicamente, mejora la 

inducción de potencialización a largo plazo (LTP), y una pérdida de su función conduce a déficits en 

la formación de memoria 58, 67, 68. En 2011, Martinez et al 69 reportaron que ratas expuestas a una 

dosis alta de Asi (36 ppm) de manera crónica y desde etapas tempranas del desarrollo, presentaron 

una hipermetilación en el promotor del gen RELN a los dos meses de edad, acompañada de un 

decremento en la capacidad de memoria de las ratas 69. Esto da una prueba del importante papel 

que juega la metilación del gen RELN en el mantenimiento de funciones clave del sistema nervioso.  

El mismo estudio 69 encontró también que el Asi en las condiciones descritas causó un incremento 

en la abundancia de la forma no-metilada del promotor del gen PP1 (proteína fosfatasa1) 

(sugiriendo hipometilación del promotor) en el córtex y el hipocampo de ratas, acompañado de 

déficits dosis-dependientes en la memoria 69. Esto mantiene congruencia con reportes anteriores 

que señalan que el proceso de memorización (medido por acondicionamiento al miedo) está 

asociado a la hipermetilación de PP1 58.  

Por otro lado, Zarazúa et al en 2009 70 observaron que la exposición temprana a Asi (dosis 3 y 36 

ppm) causa alteraciones en la mielinización de fibras nerviosas en el cerebro de ratas, acompañada 

de un decremento en el nivel de dimetil arginina 70. Esto sugiere que el As altera la composición de 
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la mielina al interferir con la metilación de argininas presentes en el gen MBP (Proteína mielina 

básica). La proteína MBP es un componente esencial de la mielina, que constituye un 30-40% del 

total de sus proteínas. Se ha sugerido que parte de la neurotoxicología del As podría deberse al daño 

en las fibras mielinizadas, que impacta en el proceso de transmisión de señales nerviosas 70. Estos 

resultados coinciden con anteriores reportes que señalan que la metilación tiene un rol importante 

en la síntesis de MBP 71, 72. 

2.4.4 Cambios gen-específicos en metilación por Asi podrían impactar al sistema nervioso vía 

alteraciones en la transcripción de genes neurales    

Como se mencionó anteriormente, el nivel de metilación de un gen influye en la transcripción del 

mismo, especialmente la metilación en su región promotora 12, 14-16 (figura 2). Esto sugiere que el 

Asi, al alterar la metilación en el promotor de genes neurales, causa cambios en su nivel de  

expresión, resultando así en efectos deletéreos sobre parámetros neuroconductuales. Esto tiene 

sentido debido a que diversos reportes señalan al As como un alterador de la expresión de genes 

neurales 4, 7, 8, 44, 64, 69, 70, 73. Tyler et al (2013) reportaron que la exposición a una dosis de 50 partes 

por billón (ppb) de Asi causó cambios en la expresión de genes asociados al neurodesarrollo, 

incluyendo algunos involucrados al Alzheimer, y a la apoptosis y crecimiento neuronal 73.  

Hasta hoy no existen evidencias que prueben que el Asi altera simultáneamente y de manera 

correlacionada la expresión y metilación de algún gen clave del sistema nervioso. Sin embargo, 

estudios recientes señalan que la exposición a otras sustancias tóxicas u otros insultos ambientales 

sí pueden alterar la metilación del promotor de genes de importancia neurológica, con 

consecuentes cambios en su nivel de expresión impactando en la conducta 74, 75. Por ello, puede 

hipotetizarse que el Asi también podría causar fenómenos similares.  

En 2020 se reportó que la exposición aguda a tris (1,3-dicloro-2propil) fosfato (TDCIPP) desde la 

embriogénesis temprana (2h post fertilización) y hasta los 10 días post fertilización (dpf) resultan en 

hipermetilación del promotor del gen BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro) acompañada 

de una infraexpresión del gen, lo que se asoció a un aumento en la vulnerabilidad hacia conductas 

similares a la ansiedad en hembras adultas de pez cebra 75. Esto coincide con un estudio anterior 

que probó que la ingesta de una dieta alta en grasas (HFD por sus siglas en inglés) en ratones hembra 

durante 5 semanas antes de su apareamiento, resulta en hipermetilación e infraexpresión BDNF 74. 
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BDNF es una proteína que funciona como factor de crecimiento, diferenciación y supervivencia 

neuronal 76, jugando un rol clave en la regulación de la plasticidad sináptica y la estructuración de 

espinas dendríticas 77. Se ha sugerido que la metilación de BDNF está asociada a la fisiopatología de 

padecimientos psiquiátricos como la esquizofrenia y desórdenes emocionales 82. Asimismo, el 

decremento en la síntesis de BDNF se ha relacionado a aberraciones en la habilidad cognitiva de 

individuos 78-81.  

En conjunto, las evidencias descritas sugieren que BDNF puede servir como marcador neurológico 

para evaluar efectos del Asi sobre la expresión y metilación de genes neurales. Cabe mencionar que 

una investigación reciente reveló que la expresión de BDNF se ve disminuida en ratones machos 

expuestos a Asi a 85 partes por millón (ppm), lo que condujo a alteraciones en la conducta social de 

los individuos 83. Por ello sería interesante realizar estudios que determinen puntualmente si los 

cambios en la expresión de BDNF por Asi están asociados a cambios en la metilación de su promotor. 

Asimismo, existen otros genes de los que se tienen evidencias de que el Asi altera su expresión o su 

metilación, pero no ambos, dejando pendiente la realización de estudios que correlacionen ambos 

parámetros moleculares. Un ejemplo es el gen PPP1R1B, que codifica la fosfoproteína neuronal 

regulada por dopamina- y AMPc- (DARPP-32), la cual es una de las subunidades regulatorias de la 

enzima multimérica PP1 y tiene un rol importante en la comunicación neurona-neurona y las 

actividades neuronales mediadas por dopamina, por lo que es un marcador frecuentemente 

utilizado en estudios neurotoxicológicos. 

Un estudio reciente reportó que en ratas expuestas a Asi (20 mg/kg) se produjo un decremento en 

la expresión de DARPP-32 Thr-34 84; un estado de fosforilación de la proteína en el cual funge como 

un inhibidor de PP1 85. Asimismo, como se mencionó anteriormente, el Asi se ha visto como un 

alterador de la metilación de PP1, causando hipometilación de su promotor e impactando 

negativamente sobre la memoria en ratas 69. Esto tiene sentido debido a que PP1 se reconoce como 

un supresor de la memoria. De cualquier modo, aún falta profundizar estudios para determinar si 

los cambios en expresión y metilación de estos genes por Asi están relacionados.  

2.5 Evidencias de efectos transgeneracionales por exposición a sustancias tóxicas 

Hasta hoy, la mayor parte de los estudios sobre efectos transgeneracionales son dirigidos a efectos 

sobre la fisiología reproductiva y endocrina de los organismos 86. Sin embargo,  ha habido hallazgos 
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interesantes sobre efectos de este tipo sobre el sistema nervioso, traducidos en alteraciones 

conductuales 87-90. En 2012 un estudio demostró que la exposición gestacional a dosis bajas de 

bisfenol A (BPA) produce alteraciones multigeneracionales y transgeneracionales sobre la conducta 

social y la expresión génica de receptores a estrógeno, oxitocina, y vasopresina en ratones 87.  

Asimismo, un estudio reciente encontró que la exposición maternal a plomo condujo a efectos 

transgeneracionales en hembras sobre los niveles de BDNF en el cuerpo estriado y sobre parámetros 

conductuales como la locomoción 91. Además, en el mismo estudio los machos expuestos 

simultáneamente a plomo y a estrés prenatal mostraron efectos transgeneracionales sobre la 

actividad locomotora y sobre la metilación de BDNF 91.  Con dichas evidencias se prueba que las 

sustancias tóxicas pueden promover alteraciones transgeneracionales sexo-dependientes sobre la 

expresión y la metilación de genes neurales, impactando en la conducta de múltiples generaciones. 

En cuanto al Asi, no se han generado estudios que den evidencias sobre efectos transgeneracionales, 

por lo cual resulta necesario realizar estudios sobre el tema. En conjunto, las evidencias descritas 

anteriormente sugieren que la exposición gestacional a Asi podría alterar la metilación en el 

promotor de genes de importancia en el neurodesarrollo y la plasticidad cerebral, causando cambios 

en su nivel de expresión con repercusiones en parámetros neuroconuctuales. Y que además, este 

conjunto de cambios podrían transmitirse a generaciones subsecuentes, de acuerdo al fenómeno 

de herencia epigenética transgeneracional 1, 11. 

Este estudio fue diseñado para generar información que ayude a conocer más sobre ello, 

aprovechando características del pez cebra como modelo animal; principalmente (1) su desarrollo 

embrionario extrauterino que facilitará la exposición de un organismo en etapas gestacionales 

tempranas, y (2) su corto ciclos de vida, lo que ayudará a manejar y examinar múltiples generaciones 

en un periodo de tiempo relativamente corto.  

Además, en el pez cebra se ha probado la existencia de múltiples genes de expresión constitutiva 

(housekeeping genes), útiles para la cuantificación relativa de expresión génica mediante RT-PCR. 

Principalmente y de acuerdo a múltiples estudios, los genes ribosomales se encuentran entre los 

más estables en cuanto a su expresión en los diversos tejidos del pez cebra 92-95. Asimismo, se ha 

demostrado que el gen rpl13a (proteína ribosomal L13a) es uno de los mas fiables para su uso como 

normalizador de datos de expresión génica vía RT-PCR en estudios con tratamientos químicos 96. 
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3. HIPÓTESIS 

 

La exposición crónica al Asi en dosis relevantes al ambiente durante el desarrollo embrionario 

modifica el nivel de expresión de  genes asociados al neurodesarrollo y la plasticidad cerebral en el 

pez cebra como consecuencia de una alteración del nivel de metilación en el promotor de dichos 

genes, y estos cambios se transmiten a generaciones subsecuentes.   
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4.- OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo general 

Determinar si la exposición crónica al Asi en dosis relevantes al ambiente modifica el nivel de 

metilación en el promotor de genes asociados al neurodesarrollo y la plasticidad cerebral, causando 

alteraciones en su expresión en la generación expuesta y en sus descendientes en el pez cebra.  

4.2 Objetivos específicos  

1. Extraer el tejido cerebral de peces cebra de tres generaciones lineales (F0, F1 y F2). 

2. Medir el nivel de expresión de los genes MBP, BDNF, DARPP-32 y RELN en los cerebros de 

los peces de las tres generaciones de pez cebra.  

3. Evaluar el nivel de metilación del promotor de los mismos genes en todos los cerebros.  

4. Determinar la relación entre expresión génica-metilación del promotor para los genes 

analizados.  
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1 Diseño experimental  

Los peces utilizados parten del diseño experimental descrito por Dipp et al. (2018) 97, donde se 

desarrollaron diversos ensayos sobre los individuos de la generación parental (F0) de este estudio. 

En resumen, se tomaron embriones de 4 horas post fertilización (hpf) para formar tres grupos 

(n=50); Control (CTR), As50ppb y As500ppb, mismos que estuvieron situados en medios con una 

concentración nominal de arsenito de sodio (NaAsO2) (0, 50 y 500 ppb, respectivamente).  

Las concentraciones de NaAsO2 se mantuvieron constantes gracias a un sistema de flujo continuo 

previamente construido por el grupo de laboratorio, y las condiciones de crianza se mantuvieron 

como se específicó antes 97. A los 120 días post fertilización (dpf) los peces se reprodujeron, en un 

medio sin NaAsO2, para obtener la generación F1; a partir de aquí, toda crianza estuvo libre de 

arsénico. Los peces F1 se reprodujeron a los 120 dpf para obtener la última generación (F2). El 

sacrificio de los peces para los ensayos moleculares se dio a los 127 dpf para las tres generaciones 

(figura 3), y todo individuo fue almacenado a -80°C.  

Este estudio dio inicio desde la toma de las regiones cefálicas de las peces, mismas que previamente 

se almacenaron a -80°C. Se disecó el cerebro de 5 peces de cada sexo para cada tratamiento, y para 

cada una de las tres generaciones (figura 6). Se procuró que el proceso de disección fuera rápido y 

siempre en condiciones frías para evitar degradación del tejido cerebral. Cada cerebro fue colocado 

en tubos individuales de 1.5 ml rotulados y, fueron guardados a -80°C hasta su uso. Los cuerpos de 

cada pez fueron conservados para posibles usos posteriores.  

5.2 Selección de genes  

La selección de los genes  se realizó con base en una serie de criterios para aumentar las 

probabilidades de encontrar efectos con impacto en el sistema nervioso en la generación expuesta 

y en las subsecuentes.  
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Los criterios establecidos fueron: 

1.- El gen se encuentra de manera conservada en el pez cebra  

2.- El gen se asocia al neurodesarrollo y/o a la plasticidad cerebral y tiene repercusión en la conducta 

3.- Existen evidencias de que su expresión se ve alterada por exposición a Asi.  

4.- Se han dado reportes de alteraciones en la metilación de su promotor inducidas por Asi   

5.- La metilación de su promotor se ha visto alterada por exposición a otros contaminantes 

ambientales. 

6. Se ha probado que el gen es de alta fiabilidad para su uso como gen de expresión constitutiva 

(criterio exclusivo para la elección housekeeping gene)  

Figura 6.- Diseño experimental del estudio. Se partió desde la generación parental (F0) críada por Dipp et al (2018) 97. 

Las generaciones F1 y F2 se criaron en medios libres de arsénico, pero se siguió distinguiendo entre la progenie de cada 

grupo experimental (descendientes de control, de As50ppb y de As500ppb). Este estudio parte desde la disección 

cerebral; los peces se retomaron de su previo sacrificio y almacenamiento a -80°C a los 127 dpf. 
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Luego de la revisión bibliográfica, los genes elegidos coincidieron con los criterios de la manera 

ilustrada en la tabla 2.  

Tabla 2.- Coincidencia de los genes seleccionados con respecto a los criterios establecidos para la selección de genes. *, 
la expresión del gen directamente no se ha visto alterada, pero sí la del complejo protéico al que pertenece la proteína 
del gen; NA, el criterio no aplica para la selección de este gen.  

Gen\Criterio 1 2 3 4 5 6 

rpl13a  ✔ NA NA NA NA ✔ 

MBP  ✔ ✔ * ✔ ? NA 

PPP1R1B ✔ ✔ ✔ ✔ ? NA 

BDNF  ✔ ✔ ✔ ? ✔ NA 

RELN ✔ ✔ ? ✔ ? NA 

  

5.3 Cuantificación de niveles de expresión génica  

5.3.1 Diseño de primers 

Las secuencias de ARNm de cada gen de pez cebra fueron obtenidas de la base de datos UniProt 

(https://www.uniprot.org). En los genes con más de una secuencia de ARNm reportada, las 

secuencias fueron alineadas con la herramienta Clustal Omega del sitio web del Instituto Europeo 

de Bioinformática (EBI) (https://www.ebi.ac.uk), en busca de regiones conservadas. Con la 

herramienta PrimerQuest Tool de Integrated DNA Technologies (IDT) en https://www.idtdna.com  

se obtuvo una serie de posibles primers para cada gen, de entre los cuales se seleccionaron aquellos 

que estuvieran situados en las regiones conservadas. Asimismo, de los primers resultantes se eligió 

al par con menor probabilidad de formar estructuras secundarias. Para corroborar la especificidad 

de los primers se realizaron BLASTs (Basic Local Alignment Search Tool) en NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los primers seleccionados fueron adquiridos en T4Oligo 

(https://www.t4oligo.com). 

5.3.2 Verificación de viabilidad y estandarización de los primers por PCR punto final  

Una vez sintetizados los primers, se realizaron ensayos de PCR punto final para su estandarización, 

con el objetivo de encontrar las condiciones idóneas para cada reacción de cada juego de primers 

(Fw y Rv). El objetivo fue obtener amplificaciones específicas para cada gen, sin la presencia de 

amplificaciones secundarias. Lo anterior se realizó corroborando de forma visual las reacciones en 

https://www.uniprot.org/
https://www.ebi.ac.uk/
https://www.idtdna.com/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.t4oligo.com/
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electroforesis con geles de agarosa al 1.5%, los cuales se corrieron a 110 V durante 35 minutos. Las 

reacciones de PCR se realizaron de acuerdo a las instrucciones del kit Taq DNA Polymerase 

Recombinant (Invitrogen, # de catálogo 10342-020), con un número de ciclos fijo en 35. En la tabla 

3 se enlistan los primers utilizados junto a las concentraciones y Tms finales en las que fueron 

empleados. 

5.3.3 Extracción de ARN 

Los cerebros de pez cebra fueron homogenizados con el reactivo TRIzol® y la extracción del ARN 

total de cada muestra se realizó de acuerdo a las instrucciones del fabricante, agregando sólo 

algunas variaciones al protocolo; brevemente, se utilizaron 50ul de TRIzol® para homogenizar cada 

cerebro de pez cebra adulto. Se agregaron 10 l de cloroformo a cada muestra, se agitaron con 

vórtex durante 30 segundos y se centrifugó a 12,000 x g a 4°C por 15 minutos para separar las fases.  

La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo y las fases restantes fueron almacenadas a -20°C para 

su posterior uso. A la fase acuosa se le añadió 25 l de isopropanol y se dejó incubar una noche (~16 

hrs) a -20°C para después centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C, descartando el 

sobrenadante. El pellet fue lavado con 50 l de etanol al 75% y centrifugado a 7,500 rpm por 5 

minutos a 4°C, se descartó el sobrenadante y se dejó secar al aire el pellet con la apertura de los 

tubos hacia abajo sobre papel seda durante 10-15 minutos.  

El pellet seco fue resuspendido en 25 l de H2O libre de nucleasas y se guardó a -20°C hasta su uso.  

La concentración de ARN obtenido en las purificaciones fue medida en un NanoDrop Lite (Thermo 

Scientific), y para corroborar la calidad y conservación de cada muestra se realizaron electroforesis 

en gel al 1% de agarosa con TAE 1x, y se corrieron los geles a 110 V durante 35 minutos.  

5.3.4 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) 

Se utilizaron 500 ng de cada muestra de ARN total para obtener ADNc con el uso de High Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit de invitrogen (# de catálogo 4368814) de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante. Las reacciones de RT-PCR se realizaron con SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, # de catálogo 4309155) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las 

concentraciones utilizadas para cada primer están indicadas en la tabla 3. Las reacciones se 
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corrieron en un termociclador Step One Plus de Applied Biosystems, con un número de ciclos fijo en 

40 repeticiones, con temperaturas dependientes a cada par de primers (tabla 3). 

5.4 Evaluación de niveles de metilación  

5.4.1 Extracción de ADN genómico  

El aislamiento del ADN se realizó siguiendo las instrucciones del manual de usuario de TRIzol con 

algunas modificaciones. Brevemente, los tubos que contenían la fase orgánica e interfase resultante 

de la homogenización de los cerebros con TRIzol, fueron recuperados y se centrifugaron a 12,000 x 

g durante 5 minutos para volver a separar fases y descartar cualquier remanente de fase acuosa. 

Para la precipitación se agregaron 18 l de etanol al 100% y se centrifugaron las muestras 15 

minutos a 15,000 x g. Se realizó un solo lavado con 50 l de solución de citrato de sodio, 

centrifugando a 2,500 x g por 5 minutos.  

Finalmente  se agregaron 75ul de etanol al 75% para el lavado final y se centrifugó una vez más a 

2,500 x g durante 5 minutos. El pellet se resuspendió en 20 l de buffer mix, una mezcla entre los 

buffers de solubilización y de lisis (tabla 2). Este buffer tiene la capacidad de disociar el ADN de las 

histonas y de solubilizar el ADN disociado. Las muestras fueron incubadas a 55°C durante una noche 

(~16 hrs.) para la digestión enzimática de las histonas por acción de la proteinasa K. Por último, se 

midió la concentración de cada muestra en un NanoDrop ND-1000 TM y se almacenaron a -20°C hasta 

ser utilizadas.  

Tabla 2.- Buffers utilizados para la extracción de ADN 

Nombre  Ingredientes  

Buffer de 
solubilización  

8 mM NaOH + 1 mM EDTA, pH 7-8. 

 

   

Buffer de lisis  14.74ul proteinasa K a 19 mg/ml + 100 

l SDS al 10% + 885.26 H2O ultrapura   
   

Buffer Mix 14.74 l proteinasa K a 19 mg/ml + 10 g 
SDS + Buffer de solubilización hasta 1 

ml  

 

5.4.2 Ensayo de bisulfito 
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El ensayo se realizó con 500 ng de ADN de cada muestra, los cuales fueron utilizados para la 

conversión con bisulfito. El bisulfito de sodio convierte a las citosinas no metiladas en uracilos (que 

posteriormente terminará siendo reemplazado por timinas durante una reacción de PCR), mientras 

que las citosinas metiladas permanecen como citosinas (figura 8.2). Con ello, al identificar si hubo 

cambios en una región de ADN se puede determinar su estado de metilación original.  

5.4.3 Diseño de primers  

Dada la inexistencia de reportes que señalen puntualmente la localización del promotor de los genes 

analizados en el genoma del pez cebra, se optó por predecir esta región. Las secuencias de los genes 

fueron obtenidas de Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html); esta base de datos muestra la 

secuencia del gen de interés diferenciando entre exones e intrones. Al tener definido el primer  exón 

de un gen, este se considera su sitio de inicio de la transcripción (TSS). Asimismo, el promotor de un 

gen usualmente se encuentra inmediatamente río arriba del TSS, por lo que es altamente 

recomendable que el sitio donde se localizarán los primers se encuentre cercano al TSS (Davidovic, 

2014).  

Los primers deberán localizarse sobre islas CpG (segmentos de ADN con alto contenido de 

dinucleótidos CpG 98, 99) en el promotor región del promtor para que la eficacia de la reacción 

dependa del estado de metilación original (figura 8.3). Una isla CpG consta de al menos 200 bases 

con un contenido de G+C de al menos el 50%, y una proporción de frecuencia CpG (observada vs 

estadísticamente esperada) de ≥0.6 100. La búsqueda de islas CpG puede considerar un área de hasta 

5,000 pb río arriba 101, 102; este criterio fue empleado con éxito por Willems et al (2016) 103 para 

cuantificar el nivel de metilación en el promotor de genes en células eucariotas.  

En nuestro estudio, se consideró como promotor a la secuencia desde las 3,000 b río arriba del 

primer exón, y hasta el inicio de este exón. En dicha región existió un solo segmento de ≥ 200pb con 

un porcentaje mayor a 45% de C+G, mismo que se consideró isla CpG y sobre él se localizaron 

nuestros primers (figura 7). El diseño de los primers se realizó con el software MethylPrimer Express 

v1.0 de Applied Biosystems, utilizando el protocolo para la obtención de primers para MSP 

(Methylation Specific PCR). El uso de los primers diseñados fue optimizado de la forma que se 

describió anteriormente con los primers de los ensayos de expresión génica.   

http://www.ensembl.org/index.html


32 
 

 

Figura 7.- Ilustración de la estructura del gen BDNF en el genoma del pez cebra. La región que se consideró como el 

promotor del gen fue la situada inmediatamente río arriba del primer exón, dado que este se considera el sitio de inicio 

de la transcripción (TSS). Dentro de este promotor se encontró una isla CpG situada desde el nucleótido 2746 y hasta el 

2990 (dentro de las 3000 bases del promotor, de 5’ a 3’), y los primers se diseñaron dentro de dicho segmento.  

 

5.4.4 MethySYBR de un paso  

Tabla 3.- Primers utilizados para los ensayos de RT-PCR de las dos etapas del estudio: expresión y 
metilación.  

Expresión génica 

Gen  Sentido  Secuencia  Tm (°C)  
Tamaño de 
amplicon 

Concentración 
de uso  

rpl13a 
Forward  5'-ATGGCGGACCGATTCAATAA-3' 66.5 

132 
0.5 uM 

Reverse  5'-GTTGATACCCTCACACCTCAC-3' 61.4 0.5 uM 

MBP  
Forward  5'-CGGAGGAGACAAGAAGAGAAAG-3'  63.6 

105 
0.5 uM 

Reverse  5'-GAGGACACAAAGCTCCTGAA-3' 62.5 0.5 uM 

BDNF 
Forward  5'-GCGGACGAATATCGCAGAATA-3' 66.2 

91 
0.4 uM 

Reverse  5'-CCAGTCGTAAAGGAGACCATTC-3' 64 0.4 uM 

RELN 
Forward  5'-GTCAGGAACCGCACTTATCTT-3' 62.4 

121 
0.4 uM 

Reverse  5'-CGGCACTCCTTTAGTGATGAA-3' 64.4 0.5 uM 

DARPP-32 
Forward  5'-CTGACCCACTTACCTTCGTATG-3' 62.7 

100 
0.5 uM 

Reverse  5'-CAACTCTGCTCTGTGTCTCAA-3' 61.4 0.5 uM 

Nivel de metilación en promotor (BDNF) 

Tipo Sentido  Secuencia  Tm (°C)  
Tamaño de 
amplicon 

Concentración 
de uso  

Independiente 
Forward  5'-GGTTTAGGTGTTTAAATGTAT-3' 52.3 

80 
0.6 uM   

Reverse  5'-ACAATCAACTCCTACTTAAA-3' 51.1 0.6 uM   

Metilado 
Forward  5'-ATGTCGTGAATTGTAGGTTTC-3' 58.5 

60 
0.4 uM  

Reverse  5-GTCTCTACGTACATTACGCGT-3' 58.9 0.4 uM  

No metilado 
Forward  5'-AAAATGTTGTGAATTGTAGGTTTT-3' 59.7 

60 
0.4 uM  

Reverse  5'-CACATCTCTACATACATTACACAT-3' 55.4 0.4 uM  
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Para medir el nivel de metilación en la región promotora se empleó el método MethySYBR 104; una 

variación del método original MethyLight 105, donde la principal diferencia es el uso de SYBR green 

como fluoróforo en lugar de sondas TaqMan especializadas, con lo que se reducen 

considerablemente los costos. Ambos métodos están basados esencialmente en reacciones de PCR 

en tiempo real, donde los primers y/o sondas se elaboran para que solo se amplifiquen las copias 

metiladas o las no metiladas de un mismo gen.  

En el caso de MethySYBR, por ausencia de sondas, los primers son los que se especializan, y las 

amplificaciones se comparan contra una referencia del ADN total, que generalmente es la 

amplificación de un par de primers cuyo blanco es una zona sin dinucleótidos CpG (figura 8). Las 

reacciones de PCR en tiempo real (RT-PCR) se realizaron con el kit SYBR Green PCR Master Mix (# de 

catálogo 4368814) utilizando ADN tratado con bisulfito. Las concentraciones usadas para cada 

primer se especifican en la tabla 3.  
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5.5 Análisis estadístico e ilustración de datos  

Los datos obtenidos en las reacciones de RT-PCR para los ensayos de expresión génica y de los 

niveles de metilación fueron capturados y visualizados en StepOne Software v2.3 (Applied 

Biosystems). El procesamiento de los datos se realizó mediante el método comparativo (ΔΔCt) y 

posteriormente se aplicaron ANOVAs de una vía para el análisis estadístico utilizando el programa 

StatView 5.0. Para la ilustración de los niveles de expresión génica se utilizó la variable fold (2-ΔΔCt); 

el fold promedio del grupo control se tomó como la unidad (1.0), y los promedios de los grupos de 

arsénico se normalizaron con respecto a su grupo control.  

Figura 8. Fundamento del método MethySYBR. El ADN previamente purificado (1) se somete al ensayo de bisulfito (2), 

donde las citosinas no metiladas se convertirán en uracilos y las citosinas metiladas permanecerán como citosinas. 

Posteriormente, se selecciona una región de interés a amplificar (en nuestro caso, el promotor de BDNF). Este 

segmento podrá tener principalmente dos posibles conformaciones: con metilación en sus CpGs o sin metilación en sus 

CpGs. Por esto, se diseñarán dos pares de primers (3); uno que sea homólogo al sitio de interés si este mantuvo sus 

citosinas como citosinas (forma metilada), y otro que sea homólogo al mismo sitio si este ahora presenta uracilos donde 

estuvieron sus citosinas (forma no metilada).  Un tercer par de primers será diseñado para sobreponerse a un segmento 

en el promotor carente de CpGs, de modo en que estos sitios no tengan posibilidad de sufrir cambios luego de la 

conversión de bisulfito. Esto asegurará que este par de primers amplificará de manera total nuestro sitio de interés, y 

servirá como referencia del ADN total introducido en nuestras reacciones de RT-PCR (4).  
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La validez de los datos generados por el método ΔΔCt está ligada a la fiabilidad del control endógeno 

utilizado para la normalización de los datos, es decir, depende de que el gen constitutivo realmente 

tenga una expresión constante. Por ello, se realizaron análisis estadísticos para corroborar que no 

hubo variaciones en la expresión de rpl13a luego de la exposición a Asi. Para comprobar la 

constancia entre tratamientos se realizó una prueba de comparación múltiple de Turkey con todos 

los valores Ct obtenidos de los grupos experimentales. Asimismo, los datos obtenidos de machos y 

hembras fueron analizados utilizando una prueba t con corrección de Welch para corroborar que 

las lecturas fueron constantes entre sexos.  

Para ilustrar los niveles de metilación se calculó el porcentaje de metilación de cada muestra a través 

de una adaptación de la ecuación original mencionada por Hehar et al. (2017) 106: %methylation = 

100/ [1+2(Ct Methylated – Ct Unmethylated)]. Para reconocer si existió una relación entre el estado de 

metilación del promotor de un gen y su nivel de expresión se calculó el coeficiente de correlación 

de Pearson, comparando el porcentaje de metilación contra la expresión génica en un mismo 

individuo. Todas las pruebas estadísticas y gráficas se realizaron en GraphPad Prism 8.0.1 107. 
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6.- RESULTADOS  

 

6.1 Expresión de genes asociados al neurodesarrollo y la plasticidad cerebral   

A raíz de las pruebas aplicadas para determinar la constancia en la expresión de rpl13a se observó 

que no hubo diferencias significativas entre los valores de Ct entre tratamientos (p = 0.9484) o entre 

sexos (p > 0.05), indicando que la expresión de rpl13a se mantuvo constante y otorgando fiabilidad 

a las mediciones de expresión de nuestros genes blanco (MBP, PPP1R1B, BDNF y RELN) (anexo I).  

Las pruebas estadísticas hechas revelaron que la expresión del gen BDNF se vio significativamente 

reducida en los machos expuestos a 500 ppb de As en F0 [F (2,12) = 4,098, p = 0.0468] y F2 [F (2,11) 

= 5,625, p = 0.0208]. Para las hembras, BDNF redujo su expresión en el grupo As 500 ppb en F1 [F 

(2,12) = 7.372, p = 0.0082], y en F2 en el grupo As 50 ppb [F (2,11) = 5.982, p = 0.0175]. En términos 

generales, BDNF mostró efectos transgeneracionales en ambos sexos (decremento de expresión en 

F2), pero fue sólo en machos donde el efecto se mostró conservado, dado que se vio en los 

progenitores (F0) y en la progenie (F2) de un mismo grupo experimental, lo que indica un efecto 

transgeneracional de forma sexo-dependiente. 

En el gen Darpp-32 se redujo la expresión en los machos expuestos a ambas dosis de arsénico en la 

generación F1 [F (2,12) = 6.142, p = 0.0146}. En los machos de las generaciones F0 y F2 no hubo 

efectos estadísticamente significativos, al igual que en las hembras de las tres generaciones (tabla 4 

y figura 8). Para los genes MBP y RELN no se encontraron cambios en su nivel de expresión en ningún 

tratamiento, sexo o generación.  
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Figura 9.- Resultados de los ensayos RT-PCR para medir niveles de expresión génica. La exposición ancestral a 

arsénico redujo la expresión de BDNF de forma género-dependiente en la generación F2. El valor fold de las 

muestras fue obtenido de acuerdo al método ΔΔCt. El fold promedio en el grupo control fue tomado como la 

unidad (1.0, también puede interpretarse como el 100%), y los fold promedio de los grupos con arsénico se 

normalizó con respecto a su control (siempre comparaciones entre peces del mismo sexo y generación). Las 

cantidades por encima de la unidad (marcada con una línea punteada horizontal) se consideran sobrexpresión; 

por debajo de 1.0 se consideran infra expresión. * = p <0.05  
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6.2 Nivel de metilación en el promotor de los genes 

Con los resultados de los ensayos de expresión génica se decidió realizar los protocolos MethySYBR 

sólo sobre el gen BDNF en los machos de las generaciones F0 y F2, debido a que fue el único 

gen/sexo que mostró reducción significativa por exposición directa (F0) y transgeneracional (F2) en 

una misma dosis de arsénico (500ppb).  

Los ANOVA univariados sobre los ΔΔCt de las muestras mostraron un incremento  en la expresión 

de la forma metilada del promotor de BDNF en la generación parental (F0) [F (2,8) = 21.485, p = 

0.0006]; el análisis post-hoc mostró que el incremento fue significativo en los dos grupos expuestos 

a arsénico comparados con el grupo control (As50ppb; p = 0.0041, As500ppb; p = 0.0002) (figura 6). 

Para la forma no metilada en la misma F0 no se encontraron cambios significativos [F (2,11) = 3.916, 

p = 0.052]. En F2 no se encontraron efectos significativos sobre la expresión de ninguna de las 

formas de metilación del promotor de BDNF ([F (2,8) = 1.802, p = 0.226] para la forma metilada y [F 

(2,10) = 1.975, p = 0.1893] para la forma no metilada). Todos estos datos se enlistan en la tabla 5. 
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Los datos de expresión de ambas formas de metilación fueron conjuntados y traducidos a un 

porcentaje de metilación para cada muestra, del modo descrito anteriormente en el punto 5.5 

(metodología). El análisis de varianza de dichos datos arrojó que hubo cambios estadísticamente 

significativos en el porcentaje de metilación en F0 [F (2,8) = 47.945, p <0.0001], viéndose aumentado 

Figura 10.- Gráficas descriptivas de 

los resultados del análisis de 

varianza de los datos obtenidos de 

los ensayos MethySYBR 

realizados. A) y B) nivel de 

expresión de las formas metlada y 

no metilada del promotor del gen 

BDNF en machos de la generación 

F0. Las gráficas de la forma 

metilada y no metilada se 

mostraron de forma independiente 

dada la desproporción de las 

escalas de los resultados 

obtenidos. C) Nivel de expresión de 

ambos estados de metilación para 

los peces machos de la generación 

F2  
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tanto en As50ppb (p = 0.0001) como en As500ppb (p <0.0001). En la generación F2 no se observaron 

cambios en ninguno de los tratamientos con arsénico [F (2,8) = 1.874, p = 0.215] (figura 7).  

 

 

6.3 Relación entre la metilación del promotor y la expresión de los genes analizados  

La prueba estadística de Pearson demostró que existió una correlación entre el nivel de metilación 

(porcentaje) del promotor de un gen y el nivel de expresión de dicho gen en un mismo individuo, en 

los peces de la generación F0. Ambas variables mostraron un comportamiento de proporcionalidad 

inversa entre ellas, es decir; cuando el porcentaje de metilación aumentó, la expresión decreció. 

Contrariamente, en F2 no se repitió el caso, y estadísticamente no se encontró correlación entre 

ambas variables (tabla 6).  

 

Figura 11.- Demostración ilustrativa del nivel de metilación en el promotor de BDNF en los peces macho de F0 y 

F2. Los resultados de los ensayos MethySYBR son traducidos a porcentajes para hacer una ilustración explícita 

y concisa. Los porcentajes fueron analizados con ANOVAs de una vía. ** = p<0.005 

 
Figura 7.- Demostración ilustrativa del nivel de metilación en el promotor de BDNF en los peces macho de F0 y F2. 

Los resultados de los ensayos MethySYBR son traducidos a porcentajes para hacer una ilustración explícita y 

concisa. Los porcentajes fueron analizados con ANOVAs de una vía. ** = p<0.005 

 

Tabla 6.- Coeficiente de correlación de Pearson entre el 

porcentaje de metilación del promotor de BDNF y su nivel de 

expresión en machos. En la generación F0, un aumento en el 

porcentaje de metilación en el promotor de BDNF significó un 

decremento en su expresión, En F2 no existió relación entre 

ambas variables; un cambio en una de ellas no se ligó a un 

cambio en la otra. 

r p

F0 -0.9334 <0.0001

F2 -0.2565 0.4744

Correlación de Pearson 
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7. DISCUSIÓN 

 

Este estudio buscó determinar si la exposición crónica al arsénico inorgánico (Asi) en dosis relevantes 

al ambiente y durante etapas tempranas del desarrollo causa alteraciones en la metilación y la 

expresión de genes clave en el neurodesarrollo y la plasticidad cerebral. Se hipotetizó que ambos 

fenómenos estarían ligados y tendrían repercusión en la conducta, y que además los efectos se 

darían de forma transgeneracional. Para probarlo, en esta investigación se analizó la expresión y la 

metilación de cuatro genes que juegan un papel importante en el neurodesarrollo y/o la plasticidad 

cerebral: MBP, Darpp-32, BDNF y RELN, resultando en algunos hallazgos interesantes (anexo V). 

7.1 El Asi causó alteraciones en la expresión génica en múltiples generaciones  

7.1.1 Los efectos sobre la expresión de MBP, RELN y PPP1R1B fueron escasos 

Al analizar los genes MBP y RELN no se encontraron efectos estadísticamente significativos sobre su 

expresión en ningún sexo, generación o tratamiento. En la literatura no existen hasta ahora reportes 

de cambios en la expresión del gen RELN por efecto del Asi. En el caso de MBP, Zarazúa et al (2009) 

70 observaron un decremento en la síntesis de mielina, sin embargo no se refieren a un decremento 

en la expresión de MBP específicamente. Entonces, nuestro estudio no aportó datos novedosos que 

pudieran contrastarse con eviencias anteriores en cuanto al efecto del Asi sobre estos genes.  

En PPP1R1B el nivel de expresión varió en los machos de la generación F1, reduciéndose en ambos 

grupos de As (figura 9). Las evidencias previas muestran que el Asi puede causar una reducción en 

la expresión de Darpp-32 Thr34 84, una de las conformaciones de la proteína Darpp-32 determinada 

por su estado de fosforilación. En un futuro próximo sería muy útil realizar inmunoensayos con las 

soluciones proteicas de los cerebros de nuestros peces, que fueron conservadas a - 80°C luego de 

los protocolos de purificación de ácidos nucleicos. Estos ensayos permitirían reconocer si la 

reducción de ARNm de PPP1R1B en F1 está acompañada de una reducción de Darpp-32 Thr34 

7.1.2 El Asi causó disminución sexo-dependiente en niveles de ARNm de BDNF en F0 y F2 

La exposición directa al Asi se ha asociado a cambios en la expresión de genes clave para el sistema 

nervioso cuando la exposición se da en dosis relevantes al ambiente 108, 109, y cuando se da durante 

etapas tempranas del desarrollo 73. En nuestro estudio, los peces tuvieron una exposición crónica 
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desde las 4 horas post fertilización (hpf), generando efectos sexo-dependientes en la expresión de 

BDNF; los machos del grupo As500ppb mostraron un decremento significativo del nivel de ARNm 

de BDNF en F0 (por exposición directa) y en F2 (por exposición transgeneracional) (figura 9).  

Este resultado coincide con los de Htway et al. (2019) 83, quienes también reportaron una inhibición 

de la expresión del gen BDNF en el macho adulto por exposición directa a Asi durante la gestación. 

Ambos trabajos difieren en el modelo animal y las dosis de Asi empleadas; en nuestro estudio las 

dosis fueron más bajas que el trabajo de 2019, donde se emplearon dosis de 85 ppm en ratones 83. 

Además, nuestro estudio evaluó efectos de una exposición crónica al Asi, mientras que Htway et al. 

(2019) 83 realizaron una exposición aguda. De cualquier modo, ambos estudios señalan que parte 

de la neurotoxicidad del Asi podría estar mediada por un silenciamiento parcial del gen BDNF.  

Cabe resaltar que este estudio aporta valiosas evidencias que complementan los datos anteriores, 

al encontrar que los cambios sexo-dependientes en la expresión de BDNF también se presentaron 

en los peces del grupo As500ppb en F2. Esto significa la primera evidencia a nivel molecular de que 

un efecto neurotóxico por exposición al Asi puede conservarse a través de generaciones. Asimismo, 

este es el primer reporte de un efecto transgeneracional sobre la expresión del gen BDNF.  

Aún se desconoce por qué el efecto estuvo ausente en F1, donde los peces tuvieron contacto directo 

con el Asi durante su forma gamética (figura 3). Hasta hoy no existen antecedentes de un fenómeno 

similar en estudios de efectos multigeneracionales, donde un efecto causado por una sustancia 

tóxica se ausente en la descendencia y reaparezca en la siguiente generación. Por ello, no queda 

claro si se trata de un fenómeno caracterizable o si fue consecuencia de un error en algún punto de 

nuestro procedimiento. Para aclararlo harán falta estudios futuros que profundicen en el tema.    

Notablemente, nuestro resultado visto sobre la expresión de BDNF tuvo una marcada dependencia 

de sexo, afectando mayormente a los machos. La dependencia de sexo en efectos del Asi ha sido 

reportada previamente en diversos estudios 110,111. Winterbottom et al 112 reportaron cambios sexo-

dependientes en la expresión de múltiples genes en la placenta de humanas que consumieron agua 

contaminada con Asi durante el embarazo. Aparentemente esta discriminación entre sexos podría 

estar asociada a mecanismos distintos en un efecto u en otro. Por ejemplo, el impacto del Asi en un 

gen determinado podría ser distinto entre machos y hembras si el gen está ligado al sexo, o si la 

expresión del gen está ligado a factores endocrinológicos que funcionan distinto entre sexos.    
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En cuanto a los cambios vistos sobre la expresión de BDNF, su especificidad entre sexos podría estar 

asociada a una relación entre BDNF y el estrógeno, que ha sido sugerida en distintas ocasiones. En 

1995 se reportó un incremento de los niveles de ARNm de BDNF en el hipocampo de ratas como 

resultado de un tratamiento con estrógeno a largo plazo 113. Poco después se evidenció que los 

niveles de ARNm de BDNF en el hipocampo fluctúan de significativamente durante el ciclo estral 114, 

sugiriendo que la expresión de BDNF puede verse influída por actividad hormonal.  

Posteriormente se señaló que existe una relación directa entre BDNF y el receptor alfa a estrógeno 

(ERα) 115, dado que se observó una normalización en el nivel de ARNm de BDNF en ratas previamente 

gonadectomizadas, al tratarlas con benzonato de estradiol. Estas evidencias permiten hipotetizar 

que, en cuanto a nuestros resultados, los niveles elevados de estrógeno en los peces cebra hembras 

podrían estar promoviendo la expresión de BDNF, amortigüando el decremento de ARNm causado 

por el Asi. En los machos, los bajos niveles de estrógeno no habrían permitido contrarrestar el 

silenciamiento parcial del gen, permitiendo que la baja en su expresión fuera evidente.  

7.2 El Asi alteró la metilación del promotor de BDNF en la primera generación 

Este estudio buscó aportar evidencias con un enfoque integral, que relacionaran directamente 

cambios en expresión con cambios en la metilación del promotor de nuestros genes, y a su vez 

asociar estos cambios a efectos del Asi sobre funciones cognitivas. Por ello, al no encontrar cambios 

en la expresión de MBP y RELN se omitieron los ensayos de metilación en dichos genes. Esto no 

permitió generar datos contrastables con las evidencias previas sobre los efectos del As sobre 

ambos genes, donde se citan cambios en su metilación 69, 70.  

En el caso de PPP1R1B, los cambios encontrados en su expresión podrían tener un gran potencial a 

futuro, sin embargo al no haberse dado de manera transgeneracional (en F2), seguían sin estar lo 

suficientemente apegados a nuestra hipótesis y objetivos. Por ello consideramos que la mejor 

desición fue enfocar nuestros recursos en realizar los ensayos de metilación en BDNF, dado que los 

cambios en su expresión fue el resultado más contundente y que mejor cumplía nuestros objetivos. 

Dicho lo anterior, se procedió a evaluar el nivel de metilación en el promotor de BDNF en los machos 

de F0 y F2, dado que estas fueron las generaciones y el sexo donde se vieron los cambios en la 

expresión del gen. Los ensayos MethySYBR revelaron, en términos generales, que en F0 existió una 
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hipermetilación del promotor de BDNF en ambas dosis de Asi con respecto al grupo control, 

mientras que en F2 estos cambios no estuvieron presentes.  

Puntualmente, en F0 hubo un incremento en la expresión de la forma metilada del promotor de 

BDNF (figura 10.A), traduciéndose en un incremento en el porcentaje de metilación de dicha región 

(Figura 11). Mediante una prueba de correlación de Pearson se comprobó que en esta generación 

existió una correlación negativa entre el porcentaje de metilación del promotor del gen y su nivel 

de expresión (tabla 6). De este modo, nuestro resultado coincide con las hipótesis previas que dictan 

que la hipermetilación en el promotor de un gen provoca una disminución en su transcripción 13-15, 

17, y además significa la primera evidencia de que la exposición gestacional a Asi puede causar una 

hipermetilación en el promotor de BDNF, conduciendo a un decremento en su expresión.  

Aún desconocemos por qué en el grupo As50ppb existió hipermetilación del promotor pero no 

infraexpresión del gen. Una posible explicación es que bajo 50ppb de Asi el aumento en la expresión 

de la forma metilada fue menor que a 500ppb (figura 10.A), haciendo que ese grado de 

hipermetilación no fuera suficiente para disminuir la expreisón del gen de manera significativa. Otra 

hipótesis es que con 500ppb de Asi podrían estarse activando otros mecanismos represores de la 

expresión génica, afectando la transcripción de BDNF. De cualquier modo harán falta pruebas de 

mayor profundidad para determinar cuál es la causa real de este fenómeno.  

7.2.1 Ausencia de efectos sobre la metilación de BDNF en F2 y sus posibles causas 

A diferencia de los resultados vistos sobre la expresión de BDNF, la metilación de su promotor no se 

vio afectada en la generación F2 (figuras 10.C y 11). Es decir, los efectos del Asi sobre la metilación 

del gen no se dieron de forma transgeneracional.  Consecuentemente, en F2 no existió correlación 

entre la metilación del promotor de BDNF y su expresión, a diferencia de lo visto en F0 (tabla 6). 

Una de las causas de la variabilidad de estos resultados entre generaciones podría asociarse a la 

complejidad de la estructura del gen BDNF.   

En el pez cebra se ha demostrado que BDNF contiene múltiples promotores regulados 

independientemente y exones no transcritos en 5’, de manera similar a la estructura en mamíferos 

116, resultando en en docenas de posibles variantes transcriptómicas que al final codifican una 

proteína BDNF idéntica 117. En nuestro estudio se analizó un solo sitio de una región sugerida como 

el promotor de BDNF por su cercanía al TSS (primer exón). Por ello, sigue abierta la posibilidad de 
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que en F2 existiera hipermetilación en otros promotores conduciendo a la infraexpresión de BDNF, 

siendo una posible explicación de la poca coincidencia entre los resultados de metilación en F0 y F2.  

Asimismo, los cambios en metilación pudieron darse en diferentes sitios reguladores de la 

transcripción en la secuencia de BDNF, que incluso podrían encontrarse en la misma isla CpG 

analizada en nuestro estudio. Por ejemplo, en ensayos de cuantificación de metilación basados en 

PCR (como MethySYBR) es altamente recomendado reconocer si hay secuencias en nuestra isla CpG 

donde se adhieran factores de transcripción (FT) 101, debido a que la metilación puede reprimir la 

unión de los FTs al promotor de nuestro gen de interés, inhibiendo su expresión 118.  

7.2.2 La alteración de otros procesos epigenéticos pudo tener influencia sobre nuestros resultados 

Es importante resaltar que, como se mencionó anteriormente, hay otros mecanismos epigenéticos 

además de la metilación que pueden influir en la transcripción vía cambios estructurales de la 

cromatina; un ejemplo es la inducción de modificaciones post-traduccionales de histonas (PTHM). 

Esta tesis forma parte de un estudio mayor que inicia con el diseño experimental descrito en Dipp 

et al (2018) 97, y finaliza con el estudio de Valles et al (2020) 119, donde nuestro equipo reportó un 

incremento en los niveles de H3K4me3 (i.e. una modificación epigenética de la histona H3, con la 

adición de 3 grupos metilo en la lisina 4) en peces cebra hembras del grupo As500ppb en F0 y F2. 

Mientras tanto en machos, los niveles de H3K4me3 solo se vieron aumentados en F0 119. 

Diversos estudios han sugerido que H3K4me3 es un marcador epigenético asociado a la activación 

transcripcional de genes involucrados con la transmisión sináptica y la actividad neuronal 120. 

Además, existen reportes que señalan que la expresión de BDNF puede ser regulada activamente 

por una combinación de histonas donde se incluye a H3K4me3 121. Por ello, se puede hipotetizar que 

los efectos de la exposición a Asi sobre la metilación del promotor de BDNF y de histonas (H3K4me3) 

en nuestros peces pudieron estar correlacionados de alguna forma.  

Anteriormente se ha demostrado que la metilación de ADN y las PTHM se asocian directamente 

para influir en la transcripción. Esto a través de complejos mecanismos moleculares donde 

participan proteínas que son capaces de identificar y unirse a los dinucleótidos CpGs metilados 122-

125 para reclutar deasetilasas y metilasas de histonas (HDACs y HMTs, respectivamente), entre otros 

complejos represores de la transcripción 126, 127. Esto sugiere que la metilación del ADN podría causar 

demetilación de histonas, lo que daría otra posible explicación a la sexo-dependencia de los efectos 
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vistos en nuestro estudio, dado que en machos la hipermetilación de BDNF pudo contrarrestar el 

aumento de H3K4me3 (visto en hembras), inhibiendo la activación transcripcional de BDNF.  

De cualquier modo, con nuestros datos esto no podría ser explicado completamente aún, dado que 

en F2 la hipermetilación de BDNF en machos no estuvo presente. Esto hace resaltar la necesidad de 

futuros estudios donde se evalúen los cambios en la metilación de múltiples sitios reguladores de la 

transcripción en BDNF por exposición transgeneracional a Asi. Con ellos potencialmente se 

reconocerían sitios del promotor de BDNF donde la hipermetilación por Asi si se transmita a las 

generaciones subsecuentes, junto a los cambios en su expresión. Asimismo, se deberá determinar 

si los cambios en los niveles de H3K4me3 realmente estuvieron relacionados a los cambios en BDNF. 

7.2.3 El Asi afectó mayormente a BDNF probablemente debido particularidades del gen  

Una de las principales preguntas que se derivan de esta discusión es por qué BDNF aparentemente 

es más propenso a mostrar alteraciones epigenéticas bajo estímulos ambientales como la 

exposición a sustancias tóxicas como el Asi. Una posible causa es la complejidad estructural del gen 

BDNF; en roedores y humanos contiene nueve exones, cada uno con su propio promotor, resultando 

en más de 10 variables de transcripción que, interesantemente, son traducidas a una proteína BDNF 

idéntica 121. Esta estructura con promotores independientes para cada exón confiere un control 

espacial y temporal de la expresión de BDNF en una manera dependiente de la actividad 121.  

Asimismo, diversos reportes han señalado que BDNF puede ser selectivamente regulado por la 

proteína 2 de unión metil-CpG (MeCP2) en respuesta a la actividad neuronal 16, 128-130. MeCP2 actúa 

como un regulador global de la cromatina 112 al ser una de las principales proteínas que reconocen 

los CpG metilados y activan reacciones que modifican la información epigenética en histonas. 

Además, se ha demostrado que la actividad neuronal influye en la transcripción del promotor I de 

BDNF, el cual se ha señalado como un blanco frecuente de represores de genes neurales 131-134. Esto 

sugiere que existen diversos mecanismos mediante los que la transcripción de BDNF puede verse 

alterada por efecto insultos ambientales, incluso sin alteraciones epigenéticas de por medio.  

7.3 Los cambios en metilación y expresión de BDNF por Asi subyacen alteraciones en la conducta  

Como se mencionó previamente, este estudio nace del diseño experimental de Dipp et al 2018 97, 

donde se evidenció que en nuestros peces, la generación F0 mostró un decremento en la actividad 

motora y en la conducta exploratoria en un ambiente nuevo 97. Posteriormente observamos que 
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estas alteraciones en la conducta se conservaron en la generación F2 119, demostrando por primera 

vez que la exposición crónica en etapas tempranas al Asi puede tener efectos transgeneracionales 

sobre la conducta en el pez cebra 119. De este modo, nuestros hallazgos demuestran que el conjunto 

de cambios vistos sobre BDNF es una de las causas de algunos de los efectos neurotóxicos del Asi.   

La desregulación de la expresión de BDNF se ha asociado a desórdenes del humor y ansiedad 135. 

Asimismo se ha demostrado que la alteración de la señalización entre BDNF y su receptor (TrkB) 

induce conductas asociadas a la ansiedad en el pez cebra 136. En murinos con BDNF silenciado se vio 

un decremento en la locomoción y en la conducta exploratoria 137, mientras que la administración 

local de BDNF causó un incremento en estas conductas 138. Recientenemente se encontró que en 

humanos expuestos a Asi hubo una reducción dosis-dependiente de BDNF en el suero, acompañada 

de deterioro de funciones cognitivas 139.  

Todas estas evidencias coinciden con nuestros resultados, señalando la importancia de BDNF en el 

mantenimiento de funciones cognitivas. Además, recientemente la exposición temprana a tris (1,3-

dicloro-2propil) fosfato (TDCIPP) en pez cebra causó un incremento en conductas de ansiedad en 

hembras, acompañada de una hipermetilación del promotor de BDNF y decremento en su expresión 

75. Estos resultados, al igual que los nuestros, prueban que la exposición a sustancias tóxicas puede 

modificar la metilación de BDNF, desregulando su expresión y alterando funciones conductuales.  
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8. CONCLUSIONES  

 

1. La exposición a Asi en dosis relevantes al ambiente causó un decremento sexo-dependiente 

en la expresión del gen BDNF en machos.  

2. El efecto sexo-dependiente del Asi sobre la expresión de BDNF se heredó de manera 

transgeneracional. 

3. El nivel de metilación en el promotor de BDNF se vio alterado por la exposición a Asi en 

machos, denotando que existió una relación negativa entre la expresión del gen y el nivel 

de metilación de su promotor.  

4. El efecto visto sobre la metilación de BDNF en la generación parental (F0) no se heredó 

transgeneracionalmente.  

5. El método MethySYBR permite evaluar cambios en la metilación de regiones específicas del 

genoma de cerebros individuales de pez cebra a un muy bajo costo comparado con otros 

métodos basados en el uso de sondas TaqMan o anticuerpos.  
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9. PERSPECTIVAS  

 

Luego de los resultados de este trabajo, harán falta estudios profundos para resolver puntos clave 

que permitirán entender de mejor manera los procesos que subyacen a la heredabilidad de los 

efectos del Asi sobre la expresión de BDNF. Primeramente, se espera definir si otras regiones del 

promotor de BDNF (u otras isoformas del mismo) también sufren cambios en su nivel de metilación, 

buscando encontrar una región donde la posible hipermetilación sí sea transmitida a la progenie, lo 

que haría que nuestros datos concuerden directamente con el fenómeno descrito de herencia 

epigenética transgeneracional.  

Otro objetivo próximo será profundizar en los resultados vistos sobre la expresión de PPP1R1B; el 

realizar inmunoensayos a nivel protéico (p. e. western blot) para detectar cambios en el nivel de 

Darpp-32 Thr 34 y Thr 75 ayudará a saber si el decremento de la expresión del gen en F1 tiene 

relación con la aparente ausencia de efectos del Asi en los parámetros neuroconductuales en F1. 

Asimismo, harán falta estudios para determinar si el aumento en H3K4me3 realmente tuvo relación 

con la expresión de BDNF; esto sería posible mediante protocolos que permitan reconocer el 

número relativo de asociaciones entre una histona específica y una región determinada del genoma, 

como la inmunoprecipitación cuantitativa de cromatina (qChIP).  

Finalmente, sería útil realizar protocolos de mayor sensibilidad para la medición de metilación en 

regiones específicas del genoma para confirmar y refinar los datos obtenidos. Además, emplear 

estos protocolos en hembras, en la generación F1 en general, y sobre los otros genes analizados 

(además de BDNF), harían más íntegros nuestros hallazgos.  
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Anexos 

 

 

Anexo I- Electroforesis con gel de agarosa con las muestras de la primera estandarización de los 

primers para expresión génica, donde se verificó la viabilidad de los primers para los genes rpl13a y 

MBP. Los volúmenes entre paréntesis representan la cantidad de templado de ADNc 1:10 utilizado, 

proveniente de la retrotranscripción de 500ng de ARN total en una reacción con volumen final de 

20ul, de acuerdo a las instrucciones del kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit de 

invitrogen (# de catálogo 4368814).  
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Anexo II.- Comprobación estadística de la constancia en la expresión de nuestro gen constitutivo 

rpl13a al comparar entre sexos (A) y entre nuestros 3 grupos experimentales (B). Todos los valores 

de Ct para rpl13a de todos los ensayos de RT-PCR realizados fueron analizados para corroborar que 

no hubo variaciones en su expresión luego de la exposición a arsénico, ya sea al comparar entre 

machos y hembras, o entre grupos experimentales. Todos los valores de rpl13a de los grupos 

experimentales fueron normalizados y analizados por medio de una prueba de comparación 

múltiple de Turkey, revelando que no hubo diferencias significativas entre tratamientos (p = 

0.9484). Los datos obtenidos de machos y hembras fueron analizados utilizando una prueba t con 

corrección de Welch, mostrando que no hubo diferencias entre sexos (p > 0.05). 
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Anexo III.- Lista de valores del análisis estadístico para la expresión génica de los diferentes genes, 

generaciones y sexos. Los datos fueron obtenidos de ANOVAs univariadas utilizando el ΔΔCt de cada 

grupo. El valor del grupo control no se especifica ya que el promedio de los ΔΔCts de dicho grupo 

siempre es cero. Se especifican los valores que resultaron significativos estadísticamente. ns = no 

significativo (p > 0.05).  

 

 

 

 

Generación Tratamiento ΔΔCt Error Std.

Valor de 

P

P post hoc 

(vs CTR) ΔΔCt Error Std.

Valor de 

P

P post hoc 

(vs CTR)

Tabla 4.- Lista de valores del análisis estadístico para la expresión génica de los diferentes genes, generaciones y 

sexos. Los datos fueron obtenidos de ANOVAs de una vía utilizando el ΔΔCt de cada grupo. El valor del grupo 

control no se especifica ya que el promedio de los ΔΔCts de los organismos del grupo control siempre es cero. Se 

especifican los valores que resultaron significativos estadísticamente. ns = no significativo (p >0.05)

Machos Hembras

As50ppb 0.3633 0.3462 ns -0.4578 0.3792 ns

As500ppb -0.3148 0.4568 ns 0.4568 0.2007 ns

As50ppb 0.1952 0.2384 ns -0.7466 0.3142 ns

As500ppb -0.1935 0.3631 ns -0.2645 0.3463 nsM
BP

F0
ns ns

F1
ns ns

As50ppb 0.8258 0.3777 ns -0.6678 0.4080 ns

As500ppb 0.9228 0.2513 ns -0.4046 0.2326 ns

M
BP

F2
ns ns

As50ppb 0.7547 0.2428 ns -0.0584 0.4903 ns

As500ppb 0.4607 0.3746 ns 0.3885 0.1918 ns

As50ppb 0.6503 0.1480 0.0124 -0.1904 0.1608 ns

As500ppb 0.6904 0.1376 0.0088 0.5057 0.3466 ns

As50ppb 0.0856 0.2047 ns 0.4951 0.1421 ns

As500ppb 0.4257 0.1614 ns 0.6280 0.1764 ns

ns

ns

0.0146

ns

DARPP-3
2

F1

F2

F0
ns ns

As50ppb 0.9783 0.3787 ns 0.2758 0.4171 ns

As500ppb 1.4181 0.3199 0.019 0.5448 0.2036 ns

As50ppb 0.4011 0.1495 ns -0.2132 0.2300 ns

As500ppb 0.9848 0.3375 ns 1.1926 0.2965 0.0106

As50ppb 0.0902 0.3449 ns 1.6325 0.3918 0.0068

As500ppb 1.2520 0.1166 0.011 0.5194 0.2209 ns

ns

0.0082

0.0175

0.0468

ns

0.0208

BDNF

F0

F1

F2

As50ppb 0.4882 0.4074 ns 0.5284 0.5725 ns

As500ppb 0.7400 0.2826 ns 0.3430 0.5298 ns

As50ppb 0.4163 0.3133 ns -0.2178 0.2157 ns

As500ppb 0.3166 0.3265 ns 0.5853 0.4549 ns

As50ppb -0.3616 0.5731 ns 1.1474 0.3855 ns

As500ppb -0.4295 0.5734 ns 1.2391 0.2464 ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

F1

F2

REL
N

F0
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Anexo IV.- Lista de valores del análisis estadístico de los ensayos de metilación. Los ensayos 

MethySYBR se realizaron sobre el gen BDNF en machos de las generaciones F0 y F2. El análisis de 

los datos se realizó del mismo modo descrito en el anexo III. ns = p > 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo Generación Tratamiento ΔΔCt Error Std.

Valor de 

P

P post hoc 

(vs CTR)

Tabla 5.- Lista de valores del análisis estadístico de los ensayos de metilación. 

Los ensayos MethySYBR se realizaron sobre el gen BDNF en machos de las 

generaciones F0 y F2. El análisis se realizó del mismo modo descrito en la 

tabla 4. ns = p >0.05 

As50ppb -3.7443 0.9178 0.0041

As500ppb -5.5047 0.4325 0.0002

As50ppb 1.2704 0.4739 ns

As500ppb 0.6841 0.2765 ns
M

et
ila

do 0.006

ns

F0

F2

As50ppb 1.1918 0.2705 ns 

As500ppb 1.8032 0.5598 0.018

As50ppb 0.2151 0.2182 ns 

As500ppb 0.6958 0.2394 nsNo m
et

ila
do ns 

ns 

F0

F2



5
4
 

 

 

Anexo V.- Representación gráfica de nuestros resultados. Contraste con un enfoque integral de los hallazgos obtenidos en Dipp et al 2018 
97, esta tesis, y Valles et al 2020 119. Relacionando cambios en la expresión de BDNF, la metilación de su promotor, cambios en PTHM y 

alteraciones conductuales (Leer discusión). Las flechas anaranjadas indican posibles correlaciones que aún no se entienden por completo y 

deberán ser comprobadas con estudios futuros. 
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