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RESUMEN

Determinacién del dafio en tejidos y modificacion del comportamiento de

Totoaba macdonaldi por exposicion a acido domoico

Con el fin de generar informacion enfocada a evaluar el efecto que el 4cido domoico (AD)
provoca en los peces, en este trabajo se evaluo la susceptibilidad de (Totoaba macdonaldi)
al efecto inducido por la exposicion al AD. Se inyectd via intraperitoneal el AD con las dosis
de 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ugAD g seguido de diseccidn y obtencidn de muestras de tejido para
evaluar la patologia inducida por el AD a nivel tisular y caracterizar la bioacumulacion y
distribucion en tejidos. Se presenté mortalidad Unicamente en la dosis de 6.4 ugAD/g en un
tiempo promedio de 49 minutos posterior a la inyeccidon. Se observaron signos
excitotoxicos, como hiperactividad, nado en circulos, nado en espiral y nado invertido, los
cuales, fueron observados para las dosis de 3.2 y 1.6 ugAD g seguidos de una aparente
recuperacion, mientras que para la dosis de 0.8 ugAD g no se detectaron alteraciones
conductuales en los peces. Resultados proporcionan evidencia de que la totoaba es
neurolégicamente susceptible al AD. Ademas, en cerebro se presentaron lesiones en I6bulo
Optico y cerebelo, caracterizadas por neuronas en distintas etapas de necrosis oncdtica y
pérdida de neuropilo. Asi mismo, se realizd exposicion de los organismos al AD por via oral
a una Unica dosis de 1.6 pgAD g. Luego del tratamiento oral no se observaron signos
excitotdxicos sin embargo se detectaron niveles de AD de 0.1, 0.07 y 0.06 ugAD g en
higado, 0.71, 0.08 y 0.07 ugAD g en rifién, asi como 0.08, 0.064 y 0.063 ugAD glen
cerebro, a las 2, 24 y 72 horas, respectivamente. La evaluacidn histopatoldgica muestra
lesiones en lébulo éptico similares a las observadas en inyeccidén intraperitoneal, lo que
indica que el AD es absorbido a través del tracto digestivo en peces y atraviesa la barrera
sangre-cerebro. Asimismo, a las 72 horas luego del tratamiento oral se detecto en tejidos
un 12.75% del total del AD administrado lo que sugiere que el AD es bioacumulado por
totoaba y por lo tanto podria presentarse un efecto a largo plazo por el consumo crénico

de la toxina.
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ABSTRACT

Tissue damage and behavioral modification in

Totoaba macdonaldi by exposure to domoic acid

In order to generate more information about the effect of domoic acid (DA) on fish, in this
work we evaluate if totoaba (Totoaba macdonaldi) is susceptible to DA. Intraperitoneal
injection (IP) was performed, with doses of 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 ugAD g followed by a series
of tissue dissections to assess the induced pathology by DA on tissues and characterize
uptake, bioaccumulation and tissue distribution in fish. Mortality was only observed in dose
of 6.4 ugAD g. Excitotoxic signs like hyperactivity, circle-swimming, spiral-swimming and
upside-down swimming, were observed in the doses of 3.2 y 1.6 ugAD g followed by and
apparent recovery, whereas the dose of 0.8 ugAD g did not induce alteration in. These
results provide evidence that totoaba is neurologically susceptible to DA. Moreover, brain
lesions induced by DA were prominent in optic lobe (tectum) and cerebellum, characterized
by different stages of oncotic necrosis and neuropil loss. Oral gavage was also performed
by a single dose of 1.6 pgAD g*. After oral gavage, excitotoxic signs were not observed
however levels of DA 0.1, 0.07 and 0.06 were detected in liver, 0.71, 0.08 and 0.07 in kidney
and 0.08, 0.064 and 0.0063 in brain at 2, 24 and 72 hours, respectively. Histopathologic
evaluation shows lesions in optic lobe similar to those reported for IP injection. These data
indicate that DA is absorbed in the Gl tract of fish and crosses the blood-brain barrier (BBB).
Likewise, at 72 hours after oral gavage 12.75% of the total DA administered were still
detected on brain and liver tissue which suggests that DA could be bioaccumulated by
totoaba and therefore there is the possibility of a long-term effect from chronic

consumption of the toxin.

Keyword: Domoic acid, fish, excitotoxicity, bioaccumulation, histopathology, Totoaba
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conectivo (asterisco). 100x. E) Grupo 6.4 ugAD g de tejido. Eritrocitos con bordes irregulares (circulos).
Restos de tejido conectivo (asterisco). 100x. F) Grupo 6.4 pgAD g de tejido. Infiltracién de leucocitos

(flechas). 100X. Barra = 20 HMi.......ueeeeeiuieeeeeieeeeecieeeeetteeeeeteeeeeaseeeesteeaeesssaeaeeassseesassasaseasseeesasssaeesasseeaann 60

Figura 24.Tejido cerebral de grupo tratado con 1.6 ugAD g-1 de tejido. A) Cerebelo. 24 horas. M: capa
molecular. CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular. Hemorragias (flechas). 40x. B) Lébulo
Optico. 24 horas. Hemorragias (flechas). Perdida de neuropilo (asteriscos). 40x. C) Cerebelo. 48 horas.

Neurona con fragmentacion nuclear (cariorrexis) (circulo). 40x. D) Lébulo éptico. 48 horas. Neuronas
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con condensacion de nucleo (picnosis) (circulos). Perdida de neuropilo (asteriscos). Capilar hiperemico
(flecha) 40x. E) Cerebelo. 72 horas. Células de Purkinje con eosinofilia citoplasmatica. 40x. F) Lébulo

Optico. 72 horas. Perdida de neuropilo (asteriscos). 40x. Barra =10 LM, ...ccceeveeerieeriieeriieesieessveesineens 63

Figura 25.Tejido cerebral de grupo tratado con 1.6 ugAD g* de tejido. A) Cerebelo. 24 horas. Neurona
hipertrofica (flecha). Neuronas picnéticas (circulos punteados). 100x. B) Lébulo éptico. Hipertrofia y
cariorrexis (flecha). Neurona picnética (circulo punteado). 24 horas. 100x. C) Cerebelo. Neuronas con
picnosis (flechas). 48 horas. 100x. D) Lébulo éptico. 48 horas. Cariolisis (circulo). Vacuolizacién de
citoplasma (flecha). 100x. E) Cerebelo. 72 horas. Neuronas con picnosis (flechas). Células con cariorrexis

(circulos). 100x. F) Lobulo éptico. 72 horas. Cariorrexis (flechas). 100x. Barra = 20 UM......cccceevvveenenenns 64

Figura 26.Histologia de miocardio grupo tratado con 1.6 pgAD g de tejido. A) 24 horas. 100x. B) 48 horas.
100x. C) 72 horas. 100X. Barra = 20 M. c...ueeeeiiiieeeeiieeeeiiteeeeeieeeeesteeeeesaseeeesaseeaeessreseeassesssasssesessssssennnes 65

Figura 27.Histologia tejido cerebral grupo control. A) Lébulo éptico. B) Cerebelo. G: capa granular. CP: capa

de células de Purkinje. M: capa MOIECUIAN. ........occuiiiiiiit et e s e sree s 67

Figura 28.Histologia de tejido cerebral grupo con tratamiento oral (2 horas). A) Lébulo 6ptico. B) Cerebelo. G:

capa granular. CP: capa de células de Purkinje. M: capa molecular. .......ccccocvvevieenieenieesieeseessiee e 67

Figura 29.Histologia de tejido cerebral grupo con tratamiento oral (24 horas). A) Cerebelo. M: capa molecular.
CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular. 40x. B) Lébulo éptico. Neuronas con condensacion de
nucleo (circulos continuos). Neuronas con citoplasma palido y morfologia anormal (Circulo punteado).

Perdida de neuropilo (asterisco). Capilar (Flecha). 40x. Barra = 10 [M. c..ccccveerieenieeniieesieeerieeenieeesneenes 68

Figura 30.Histologia de tejido cerebral grupo con tratamiento oral (72 horas). A) Cerebelo. M: capa molecular.
CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular. 40X. B) Lébulo éptico. Neuronas con condensacion de
nucleo (circulos). Células gliales (cabeza de flecha). Capilar (flecha). Perdida de neuropilo (asterisco).

A0X. BArra = 10 UM oeeieiiiiiiiitiiiii e e s s e s e s e s e s e e e s e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaeaatasetererererererareranens 68

Figura 31.Histologia de tejido cardiaco. Grupo control. A) Miocardio. 40x. Barra = 10 um. B) Miocardio. 100x.
T 14 = I A O VT o o FO OO PPSUP PP PUPPPPPPTRROORt 69

Figura 32.Histologia de tejido cardiaco grupo con tratamiento oral (2 horas). A) Miocardio. 40 x. Barra = 10

M. B) Miocardio. 40X. BArra = 10 M. weecceieiieeiiieiieesteesieeeteeesieesssesessseessseessseesssesssseesssessssessssesansasenns 69
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Figura 33.Histologia de miocardio grupo con tratamiento oral (24 horas). A) Miocardio. Zona con fibrosis
(asterisco). 40x. Barra = 10 um. B) Miocardio. Hipercontraccién de bandas. Células con necrosis (flechas).

LOOX. BArra = 20 UM ceuuieiiiicrere s s e s e s s e s e s e s e s e s e s e s e s e e e s e e e e e s aaaaaeaaaaaaaaaaaeaaaaaeaaaaaeeeaeasesesereserererererenanenens 70

Figura 34.Histologia de miocardio grupo con tratamiento oral (72 horas). A) Miocardio 40x. Barra = 10 um.B)

Miocardio. Leucocito (flecha). 100X. Barra = 20 M. ..cccueeiieeriieeeiieeieeeseeesieesseesreessseesreessveesssssensesenes 70

Figura 35.Contenido de AD (ugAD g tejido) en cerebro de totoaba luego de la administracidn por via oral de

200 pl de H,0d conteniendo 1.6 HGAD g1 tJid0. ..voviuiiueicriereiceeete ettt ettt ettt et eaeaean 72

Figura 36.Contenido de AD (ugAD g* tejido) en rifién de totoaba luego de la administracién por via oral de

200 pl de H,0d conteniendo 1.6 HGAD g1 tJid0. .oveuviviiuiiceieieieeeeteceeeete ettt ettt et eaeaean 73

Figura 37.Contenido de AD (ugAD g tejido) en higado de totoaba luego de la administracién por via oral de

200 pl de H,0d conteniendo 1.6 HGAD g1 tJid0. .ocveuviviiueiceieieeieeeetece ettt ettt ettt e eaeaeas 73
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1. INTRODUCCION

En 1987, en la Isla del Principe Eduardo, Canada se presentd un evento de contaminacién
de mejillon azul (Mytilus edulis) con una potente neurotoxina que ocasiond que 107
personas enfermaran y al menos 3 personas murieran como consecuencia del consumo del
mejillon. Después de 104 horas de trabajo por parte de detectives e investigadores la
neurotoxina conocida como acido domoico fue identificada como el agente contaminante
(Bates, 1989). El interés en el estudio de esta toxina incrementd cuando se detectd que
ocasiond eventos de mortandad masiva de aves y mamiferos marinos en 1991 (Work et al.,

1993).

El acido domoico (AD) es una toxina algal producida naturalmente responsable de una
enfermedad humana conocida como sindrome de intoxicacién amnésica por consumo de
mariscos en humanos (ASP, por sus siglas en inglés) (Lefebvre et al., 2002). El nombre esta
asociado con los sintomas inducidos por la intoxicacidon con la misma entre los que se
incluyen dolor abdominal, vomito y dafio neuroldgico que ocasiona desorientacion vy
pérdida de memoria que puede persistir por tiempo indefinido (Perl et al., 1990). Varias
especies de microalgas y principalmente de diatomeas son productoras de la toxina, las
diatomeas del género Pseudo-nitzschia se cree que representan el mayor riesgo ya que son
responsables de la acumulacion de AD en organismos filtradores que luego seran

consumidos por organismos en niveles tréficos superiores (Lefebvre et al., 2002).

La acumulacién de AD en moluscos bivalvos representa un problema de salud publica.
Asimismo, representa un riesgo para la industria acuicola y de pesca, principalmente de
moluscos bivalvos. La investigacidn enfocada a determinar el efecto que el AD tiene en los
organismos de cultivo y pesca, es limitada (Anderson et al., 2000). Los impactos en la
industria pesquera, en acuacultura de peces y otros mariscos, provocados por la presencia
de ficotoxinas generan una pérdida estimada entre los 13 y 25 millones de ddlares anuales

(Anderson et al., 2000). Las actividades pesqueras y acuicolas son de gran importancia
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econdmica en el noroeste de México por lo que es necesario considerar medidas sanitarias
sustentadas con investigacién cientifica que garanticen la sanidad de los organismos. Por
todo lo anterior, en el presente trabajo se caracterizd el efecto del acido domoico con
diferentes concentraciones en juveniles de totoaba (Totoaba macdonaldi) a nivel

conductual y tisular.

2. ANTECEDENTES

2.1 ACIDO DOMOICO

2.1.1 Pseudo-nitzschia sp.

El AD es un aminodcido neuroexcitatorio que fue aislado por primera vez del alga rodofita
Chondria armata (Takemoto et al., 1958) como parte de una investigacion sobre el efecto
antiparasitario y antiviral de extractos algales (Lefebvre et al., 2010). Las investigaciones
realizadas luego del evento de intoxicacién humana en 1987 por consumo de mejillon azul
(Mytilus edulis) contaminados con AD llevaron a relacionar este evento con un
florecimiento de Pseudo-nitzschia multiseries del cual se alimentaron los mejillones (Lelong
et al., 2012). Esta fue la primera vez que se reportd que una diatomea era capaz de producir
una neurotoxina. El interés en el estudio de la toxina incrementd cuando se detectd que
ocasiond eventos de mortandad masiva de aves (Fritz et al., 1992; Work et al., 1993) y
mamiferos marinos (Scholin et al.,, 2000; Work et al., 1993) como resultado de la
transferencia del AD producido por Pseudo-nitzschia en la trama trofica a través de la

acumulacién en organismos filtradores (Lefebvre et al., 2009).

El género Pseudo-nitzschia fue originalmente clasificado como parte del género Nitzschia,
sin embargo, dadas sus caracteristicas morfolégicas tales como la formacidn de cadenas por
traslape de los extremos de las células, presencia de tecas aplanadas, rafe excéntrico y

presencia de bandas estriadas se separd en un género independiente (Hasle, 1994).
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Hasta la fecha, se han descrito 54 especies de Pseudo-nitzschia de las cuales 26 (50%) han
sido reportadas como potencialmente productoras de AD: P. abrensis, P. australis, P.
batesiana, P. brasiliana, P. caciantha, P. calliantha, P. cuspidata, P. delicatissima, P.
fraudulenta, P. fukuyoi, P. galaxiae, P. granii, P. hasleana, P. kodamae, P. lundholmiae, P.
multiserias, P. multistriata, P. obtusa, P. plurisecta, P. pseudodelicatissima, P. pungens, P.

pungens var. Pungens, P. seriata, P. simulans, P. subfraudulenta, P. subpacifica y P. turgidula

(Bates et al., 2018).
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Figura 1. Especies de Pseudo-nitzschia posibles productoras de acido domoico reportadas
en México.1) Pseudo-nitzschia autralis (Ferrario y Reguera, 2002). 2) Pseudo-nitzschia
multiseries (J.P, et al. 2021). 3) Pseudo-nitzschia pungens (Ferrario y Reguera, 2002) 4)
Pseudo-nitzschia brasiliana (Lundholm, et al. 2002) 5) Pseudo-nitzschia calliantha (Caroppo,
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et al. 2005) 6) Pseudo-nitzschia cuspidata (Arapov, et al. 2017) 7) Pseudo-nitzschia
delicatissima (Caroppo, et al. 2005) 8) Pseudo-nitzschia subfraudulenta (Lu, et al. 2021).

2.1.2 Caracteristicas quimicas del acido domoico

El AD es un aminoacido no proteico con un peso molecular de 311 D, contiene un anillo de
prolina, un grupo imino y tres grupos carboxilos, los cuales son responsables de sus
caracteristicas hidrofilicas y polaridad de la molécula (Zabaglo et al., 2016). Es una molécula
de estructura rigida andloga a otra neurotoxina como el 4cido kainico, y al glutamato (Fig.
2), el cual es el principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro y si bien es un
componente critico para todas las transmisiones sinapticas, el exceso de este se ha asociado
con neurodegeneracién, convulsiones y apoptosis (Lefebvre et al., 2010). Olney (1984), fue
el primero en establecer que el neurotransmisor glutamato, cuando esta presente en
exceso, presenta potencial excitotéxico, es decir, produce la muerte neuronal bajo ciertas
condiciones como la exposicion intensa (Pulido, 2008). EI AD es uno de los compuestos
excitotoxicos mds potentes por lo que constituye un tema de preocupacién en salud

alimentaria (Pulido, 2008).

CH,
(" “coon
CH,
' COOH ' COOH COOH
H;C H,C
N COOH N COOH N COOH
| | |
H H H
Acido domoico Acido kainico Glutamato

Figura 2. Estructura del 4cido domoico, acido kainico y glutamato. Adaptado de Bates et al.
(1998).
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2.1.3 Mecanismo de accion

Debido a su similitud estructural con el glutamato, el AD actua sobre los receptores de
glutamato presentes en el sistema nervioso central y miocardio de vertebrados (Zabaglo et
al., 2016). Existen dos tipos principales de receptores de glutamato: 1) receptores
ionotrdépicos que estan acoplados directamente a los canales idnicos de membrana y 2)
receptores metabotrépicos acoplados a proteinas-G que regulan mensajeros secundarios
intracelulares y cascadas (Lefebvre et al., 2010). El AD induce excitotoxicidad al tener accién
integrativa en receptores ionotrdpicos de Glutamato tanto en la terminal pre-sindptica
como en la terminal post-sinaptica (Pulido, 2008) formando uniones con dichos receptores
gue son tres veces mas potentes que las uniones que estos forman con el acido kainico y

hasta 100 veces mas fuertes que las formadas con el glutamato (Zabaglo et al., 2016).

La excitotoxicidad inducida por el AD inicia cuando este se une a los receptores alpha-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) y receptores tipo kainato lo
gue ocasiona despolarizacidon celular en la terminal pre-sindptica (Pulido, 2008). La
despolarizacién activa la liberacién enddégena de Ca?* que participa en la movilizacion de
vesiculas de glutamato a la superficie de la membrana celular para ser liberado
posteriormente en la terminal sindptica por exocitosis (Lefebvre et al., 2009) donde puede
interactuar libremente con los receptores ionotrdpicos de glutamato en la terminal post-
sindptica. Esta interaccidon, en conjunto con la accién del AD enddgeno, ocasiona la
activacion y apertura de los canales N-methyl-D-aspartic-acid (NMDA) lo que genera un flujo
de Ca?* hacia el interior de la célula (Zabaglo et al., 2016). El AD tambien puede unirse a los
receptores NMDA que se encuentran asociados a canales idnicos Na/K* lo que resulta,
ademas del flujo de Ca?*, en un flujo de estos iones al interior de la célula (Fig. 3) (Lefebvre
et al., 2009). A diferencia del glutamato el AD induce una despolarizacidn celular de gran
duracién (Zabaglo et al.,, 2016) asi como una activaciéon prolongada de los receptores

ionotrépicos de glutamato lo que resulta en un flujo constante de cationes al interior de Ia
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célula (Lefebvre et al., 2009). Adicionalmente a esta alta afinidad la toxicidad del AD es

resultado de la no desensibilizacién del canal (Pulido, 2008).

@ Glutamato

ACa

. Acldo domoico (AD

Ca ca’

Na’ A A
\\*
sonal eléctrica

Neurona postsinaptica

Figura 3. Mecanismo de accidn de acido domoico. Adaptado de Saeed et al., (2017).

2.1.4 Efecto en tejidos

Ademads de los impactos neuroconductuales inducidos por el AD, existe evidencia que esta
toxina genera efectos histopatolégicos (Tabla 1) en el sistema nervioso central de los
diferentes grupos de vertebrados (Lefebvre et al. 2010). EI AD también dafia el tejido
cardiaco ya que esta presenta cantidades importantes de receptores ionotrdpicos de
glutamato (Zabaglo et al.,, 2016) que actuan como mediadores de inflamacion y lesion

celular a través de una via de lesién comun (Pulido, 2008).
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El dafio celular asociado a la excitotoxicidad producida por el AD puede asociarse con dos

vias de accion:

1) Inflamacién del tejido.

Los receptores ionotrdpicos de glutamato son canales selectivos a Na*, Ca?* y K*, por lo que
cualquier estimulacion de estos puede resultar en dafio tisular osmaético que se ve reflejado
en la inflamacién por un flujo constante de cationes y liquido extracelular (Pulido, 2008). La
inflamacidn es una respuesta estereotipada de los animales vivos a una variedad de lesiones
en la cual se involucra la vasculatura, células inflamatorias y mediadores quimicos. El
propdsito de la respuesta inflamatoria es diluir, aislar y destruir al agente causante de la

lesion para facilitar la curacion (Heidel y Smith, 2007).

2) Incremento en la concentracién de Ca?* intracelular.

El exceso de Ca?* es altamente toxico para las células al desencadenar diferentes vias
enzimaticas y cascadas de sefalizacion incluyendo produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Zabaglo, 2016) y dafio por fosforilacién oxidativa (Pulido, 2008). Ademas de
la activacidon de enzima nucleares lo que resulta en la condensacién de cromatina nuclear
(picnosis), fragmentacién del nucleo (cariorrexis) y por ultimo la ruptura del mismo
(cariolisis) en un proceso conocido como necrosis oncética la cual es resultado de un dafio

irreversible a las células (Zachary, 2017).

La actividad cardiotdxica del AD ha sido confirmada por el dafio extensivo observado en
corazones de leones marinos (Zabka et al., 2009) y peces zebra (Hong et al., 2015) expuestos
a la toxina. Estudios in vitro han demostrado que la estimulacion de los receptores NMPA
en cardiomiocitos puede llevar a apoptosis a través del incremento de Ca?* intracelular y
ROS (Gao X. et al., 2007) asi como fragmentacién de fibras musculares e infiltracién de

leucocitos (McHuron et al., 2013).
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Tabla 1.Efectos histopatoldgicos inducidos por el acido domoico en distintos grupos de vertebrados.

Especie
Humano

(Homo sapiens)

Foca comun
(Phoca vitulina richardii)

Macaco cangrejero
(Macaca fascicularis)

Tiburon leopardo
(Triakis semifasciata)

Dorada
(Sparus aurata)

Oso marino
(Callorhinus ursinus)

Ratdén
(Mus musculus)

Ledn marino
(Zalophus californianus)

Rata
(Rattus sp.)

Exposicion

Natural

Natural

Intraperitoneal

Intraperitoneal

Intraperitoneal

Natural

Intraperitoneal

Natural

Intraperitoneal
Intrahipocampal

Histopatologia
Cerebro:
Necrosis

Astrocitosis
Atrofia neuronal

(Regiones: l6bulo temporal, hipocampo, amigdala, tdlamo)

Cerebro:
Necrosis en hipocampo
Pérdida neuronal
Hemorragias
Corazdn:
Necrosis en miocardio

Cerebro:
Vacuolizacién de neuropilo
Hipertrofia de astrocitos
Necrosis

(Regiones: area postrema, hipotalamo e hipocampo)

No se reporto.

No se reporto.

Cerebro:
Atrofia en hipocampo
Pérdida de células granulares

Pérdida de células piramidales

Edema en neuropilo
Necrosis
Corazdn:

Degeneracién vacuolar en miocardio

Necrosis

Reemplazo de cardiomiocitos por adipocitos

Cerebro:
Atrofia
Picnosis
Necrosis
(Regiones: hipocampo)

Corazdn:

Vacuolizacién de citoplasma en cardiomiocitos
Separacion intercardiomiocito
Transparentacion tejido intersticial

Edema intersticial

Corazdn:
Vacuolizacién
Hipercontractura
Necrosis inflamatoria

Infiltracion células inflamatorias

Autor

Teitelbaum. (1990)

McHuron et al. (2013)

Tryphonas et al. (1990)

Schaffer et al. (2016)

Nogueira et al. (2010)

Lefebvre et al. (2010)

Vieira et al. (2015)

Zabka et al. (2009)

Vranyac-Tramounandas
et al. (2011)
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2.1.5 Transferencia en la cadena trofica

Durante los florecimientos de especies de Pseudo-nitzschia productoras de AD, la toxina es
acumulado por el zooplancton, moluscos bivalvos, crustaceos, equinodermos y otros
invertebrados (Zabaglo et al., 2016), también se sabe que peces, aves y mamiferos marinos

pueden acumular la toxina al consumir alimento contaminado (Lefebvre et al., 2012).

En mar abierto, la presencia de AD extracelular no constituye un riesgo debido a que este
no puede ser acumulado en la columna de agua debido a fotodegradacion por luz solar
(Zabaglo et al., 2016) la cual se cree es la principal ruta de eliminacién del AD del ambiente
marino (Bouillon et al., 2006). Sin embargo, factores como el agotamiento de nutrientes
ocasiona que las células de Pseudo-nitzschia tengan menor flotabilidad y por lo tanto se
hundan en la columna de agua (Trainer et al., 2000). Una vez en el sedimento, el AD puede
tener un efecto a largo plazo en la cadena trdéfica bentdnica (Zablago et al., 2016). Los
organismos bentdnicos y filtradores son considerados los vectores de AD mads importantes
(Bejarano et al.,, 2008) al acumularlo en su glandula digestiva, sin aparente efecto
toxicoldgico, pero con consecuencias negativas para niveles troficos superiores. Dentro de
los vectores invertebrados mds importantes destacan el mejillon (Mytilus sp.) y la almeja

navaja del Pacifico (Siliqua patula) (Lefebvre et al., 2012).

Aunque los vectores de toxinas algales mejor estudiados sean los moluscos bivalvos, es bien
conocido que los peces pelagicos menores, cuyas dietas estan constituidas parcial o
totalmente por diatomeas marinas (peces planctivoros u omnivoros), acumulan en su tracto
digestivo altos niveles de células de Pseudo-nitzschia y, en consecuencia, de AD durante los
florecimientos algales téxicos lo que los convierte en vectores hacia niveles tréficos mas

elevados como aves, mamiferos marinos y humanos (Lefebvre et al., 2012).

Ademas de la transferencia a través de la cadena trofica es posible que el AD ingrese al

suministro de alimentos para animales y peces en cultivo. Los peces planctivoros han sido

24



los vectores del AD durante los eventos de mortandad de aves y mamiferos marinos en los
cuales se identific6 como vector a peces planctivoros (Fritz et al., 1992; Work et al., 1993;
Sierra-Beltran et al., 1997) Los peces pueden acumular una concentracién importante de
AD por lo que su uso para la elaboracidon de harina de pescado, puede resultar en un
producto con altos niveles de la toxina (Lefebvre et al., 2002) si es que soporta los procesos
de fabricacion del producto (Hardy et al., 1995). La presencia alimento contaminado con AD
para peces en cultivo es una posibilidad. No existe un control de ficotoxinas en el material
crudo utilizado para la produccidon de harina de pescado, por lo que es posible que los
productores utilicen, inadvertidamente, pescados o subproductos de los mismos que

contengan estos metabolitos (Hardy et al., 1995).

2.1.6 Efecto del acido domoico en peces

De forma natural, la intoxicacién por AD se ha observado en humanos (Bates et al., 1989;
Lefebvre et al., 2012), aves (Fritz et al., 1992; Work et al., 1993; Sierra-Beltran et al., 1997)
y mamiferos marinos piscivoros (Lefebvre et al., 2002; Fire et al., 2009; Sierra-Beltran et al.,
2004; Work et al., 1993). Los peces planctivoros acumulan en su tracto digestivo altos
niveles de la toxina durante los florecimientos algales de Pseudo-nitzschia (Lefebvre et al.,
2012). Adn cuando las anchovetas se encuentran cronicamente expuestas al consumo de
altas dosis de AD, sin embargo, los signos conductuales de dafio neurolégico no han sido

verificados en campo (Lefebvre et al., 2007).

Luego del evento del ano 1987 en Canadd, se han realizado numerosos estudios de
laboratorio para evaluar el efecto del AD en diferentes especies de vertebrados utilizando
distintos regimenes de exposicidn entre los que se incluye inyeccién intraperitoneal y
exposicion por via oral (Lefebvre et al., 2007). Los efectos neurotdxicos resultado de la
exposicion al AD son similares en la mayoria de los vertebrados examinados a la fecha
(Tablas 2 y 3), pero los peces presentan una respuesta neurotdxica Unicamente al ser

inyectados intraperitonealmente con AD, mientras que la exposicion por consumo oral
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aparentemente no tiene efectos excitotdxicos en peces (Hardy et al,. 1995) como los tiene
en humanos, aves y mamiferos marinos (Lefebvre et al., 2001). Los estudios realizados en
salmon (Oncorhyncus kisutch) (Lefebvre et al., 2007), trucha (Oncorhynchus mykiss) (Hardy
et al., 1995; Bakke et al., 2010) y anchoveta (Engraulis mordax) (Lefebvre, et al., 2001)
demostraron que este grupo no presenta excitotoxicidad aun cuando presentaron distintas
concentraciones de AD en cerebro, rifidn e higado. Los resultados de dichas investigaciones
son diferentes entre si por lo que es importante realizar investigacién sobre la respuesta
gue otras especies presentan al AD para asi obtener un mejor entendimiento del efecto de

la toxina en peces.
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Tabla 2. Signos conductuales de exicitotoxicidad reportados en diferentes grupos de
vertebrados. IP: intraperitoneal. IV: intravenosa.

Mamiferos
Especie Exposicion Dosis Signos Autor
(mg AD/kg de peso)
Raton IP 0.59 Rascado
(Mus musculus) Convulsiones Iverson et al. (1989)
Muerte
2.4 Muerte
Ratén Oral 9-18 No se reportaron
(Mus musculus) 35-70 Rascado
Convulsiones Iverson et al. (1989)
47 - 104 Muerte
Macaco cangrejero Oral 0.5 No se reportaron Truelove et al.
(Macaca fascicularis) 0.75 No se reportaron (1998)
Macaco cangrejero IP 4 Vomito sibito
(Macaca fascicularis) Rechinar dientes
Masticacion Tryphonas et al.
v 0.025-0.5 Movimiento de labios (1990)
Masticacion
Vomito
Raton IP 1.5-2 Reduccién de actividad
(Mus musculus) 2.5 Hiperactividad Vieira et al. (2015)
Convulsiones
Pérdida de equilibrio
3.5 Muerte
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Tabla 3. Signos conductuales de exicitotoxicidad reportados en diferentes especies de peces. IC:

intraceldmica. Las dosis se indican en mg AD/kg de peso salvo donde se indican unidades distintas.

Especie

Salmon
(Oncorhynchus kisutch)
Salmon
(Oncorhyncus kisutch)
Trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss)

Anchoveta
(Engraulis mordax)

Anchoveta
(Engraulis mordax)

Anchoveta
(Engraulis mordax)

Sardina
(Sardinops sagax)
Pez zebra
(Danio rerio)

Tiburon leopardo
(Triakis semifasciata)

Dorado
(Sparus aurata)

Exposicion

Oral

Oral

Oral

Peces

Dosis
(mg AD/kg de peso)
10-12

0.25-34
50

0.75

40 (ugAD g*
peso)
165 (ugAD gt
peso)
1-14 (ugAD
g
66

1.2

0.47

27
0.45

0.9

Signos
No se reportaron

Nado circular
Nado en espiral
No se reportaron

Desorientacion
Nado en espiral
No se reportaron

No se reportaron

Desorientacion
Nado en espiral
Muerte
No se reportaron

Nado erratico
Nado en circulos
Nado en espiral
No se reportaron

No se reportaron
No se reportaron
No se reportaron
No se reportaron
No se reportaron
No se reportaron

Nado circular
Nado en espiral

Autor

Lefebvre et al.
(2007)
Lefebvre et al.
(2007)
Hardy et al. (1995)

Bakke et al. (2010)

Lefebvre et al.
(2001)

Lefebvre et al.
(2002)

Lefebvre et al.
(2001)

Lefebvre et al.
(2002)

Lefebvre et al.
(2009)

Schaffer et al.
(2006)

Nogueira et al.
(2010)
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2.2. Totoaba macdonaldi

La totoaba (Totoaba macdonaldi) (Fig. 4) es un pez de gran tamafo, endémico del Golfo de
California. Su rango de distribucién abarca desde la boca del Rio Colorado a la boca del Rio
Fuerte a lo largo de la costa continental de México y de la boca del Rio Colorado a Bahia
Concepcidn a lo largo de la costa de Baja California (Valenzuela, et al. 2015). Es la especie
mas grande la familia Sciaenidae pudiendo alcanzar un peso de hasta 135 kg y una longitud

de hasta 2 metros con una esperanza de vida de hasta 30 afios (Juarez, et al. 2016).

Figura 4. Totoaba macdonaldi cultivada en las instalaciones de la Unidad de Biotecnologia
en Piscicultura (UBP) de la FCM de la UABC. Fotografia tomada por Lus M. Lépez.

Los organismos adultos desovan en las aguas turbias del delta del Rio Colorado en el Golfo
de California (GC), México durante la primera tardia, los juveniles permanecen en esta zona
durante los primeros 2 a 3 afios de vida para posteriormente migrar hacia el sur del GC en
otofio (Valenzuela et al., 2015) siguiendo la ruta de migracion de las sardinas que

constituyen su principal fuente de alimento (Judrez et al., 2016).

Totoaba presenta un cuerpo elongado, con el hocico afilado, la boca es grande y oblicua
con la mandibula inferior proyectada hacia el exterior (Judrez et al., 2016). Poseen una
vejiga natatoria, un drgano de flotacién presente en muchos peces dseos, la vejiga es un

6rgano lleno de gas que ademds de regular la flotacién funciona como cdmara de
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resonancia actuando en conjunto con un grupo de musculos especializados que vibran
contra ella produciendo sonidos similares a tambores o graznidos los cuales sirven para

localizaciéon y comunicacion intraespecifica (Cisneros-Mata et al., 1995).

2.2.1 Cultivo de totoaba

A principios del siglo XX los ejemplares adultos de totoaba eran pescados con fines de
consumo local cerca de Guaymas, Sonora y en San Felipe, Baja California; la captura de los
organismos incremento debido a la demanda de la vejiga natatoria (conocida como
“buche”) de las hembras, la cual era exportada a China y a la comunidad china en San
Francisco, Estados Unidos, sitios donde es altamente apreciada como alimento (Cisneros-
Mata et al., 1995). La demanda china del buche de totoaba en conjunto con la degradacién
del habitat, la captura incidental (Valenzuela et al., 2015) y los retos en la regulacion
pesquera contribuyeron al eventual colapso de las poblaciones de totoaba en la mitad del
siglo XX (Juarez et al., 2016). La pesca de totoaba fue prohibida en 1975y en 1976 la especie
fue listada como especie en peligro critico por CITES y, en el afo 1996, obtuvo la misma

categoria por parte de IUCN (Valenzuela et al., 2015).

La totoaba es una especie muy adecuada para su desarrollo en acuacultura. El inicio de los
esfuerzos para el cultivo de la especie fue implementado por el gobierno de México en un
programa en la Universidad Auténoma de Baja California (UABC) donde iniciaron los
procesos de captura de reproductores, maduracidn, crianza de larvas y crecimiento de
juveniles. Posteriormente se cred un segundo programa en el Centro de Reproduccién de

Especies Marinas del Estado de Sonora (CREMES) en Bahia Kino (Judrez et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION

Existe poco conocimiento sobre el efecto del consumo crénico por via oral de dcido domoico
tiene en peces. Existen solamente tres estudios en peces donde se ha realizado
administracion de AD por via oral a peces y solamente uno de estos estudios ha sido basado
en dieta con alimento contaminado con la toxina. Segun el estudio de Hardy et al. (1995)
en el que se alimenté durante 15 semanas a organismos de la especie Oncorhynchus mykiss
con alimento adicionado con 130 pgAD g de alimento, la toxina no es acumulada en sangre
o tejidos por lo que no constituye un riesgo para la salud del animal o del consumidor

humano.

El AD, al ser consumido por via oral, no afecta a los peces ya que: (1) los peces no son
neurolégicamente susceptibles a la toxina, (2) el AD que es absorbido en el tracto digestivo
es rapidamente excretado a través de mecanismos metabdlicos especificos de los peces

(Lefebvre et al., 2007).

De acuerdo con la primera hipdtesis se sugiere que cambios en la estructura de los
receptores de glutamato en peces le confiere resistencia a la toxina. Sin embargo, esta
hipdtesis queda descartada al existir evidencia de que los peces, al ser inyectados por via
intraperitoneal, presentan sintomas de sensibilidad neuroldgica similar a la respuesta

estudiada en mamiferos. (Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 2007; Lefebvre et al., 2012)

En la segunda hipdtesis se establece que, la alta tolerancia al AD en peces, en comparacién
con la observada en mamiferos y aves, esta relacionado con la diferencia en los mecanismos
metabdlicos de absorcion y excrecidn. Los patrones de captura, distribucidon en tejido y
depuracidn en peces revelan que los niveles mas altos de toxina se acumulan en rifdn vy
vesicula biliar, mientras que los niveles acumulados en bazo, higado, musculo, corazén y

tejido conectivo son de una orden de magnitud menor, lo que sugiere que los primeros
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6rganos pueden fungir como las rutas primarias de excrecién de la toxina y el remanente

de esta excrecién es lo que se acumula en el resto de los tejidos (Lefebvre et al., 2001).

Esta rapida expulsidon sugiere que el AD no es acumulado a niveles preocupantes en los
tejidos, a pesar de esto, se sabe que durante los eventos de florecimientos algales nocivos
los peces pueden contener en su tracto digestivo niveles de AD de hasta 1800 ugAD g en

viscera (Lefebvre et al., 2001).

Dado el auge de las actividades acuicola a nivel internacional, es necesario considerar
medidas sanitarias sustentadas con investigaciones cientificas que garanticen la sanidad de
los organismos y la inocuidad de los productos. En el presente trabajo se caracteriza el

probable dafio del AD en totoaba (Totoaba macdonaldi) a nivel conductual y tisular.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Caracterizar la susceptibilidad de la totoaba (Totoaba macdonaldi) a la exposicién al acido

domoico por via oral e intraperitoneal.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar si la totoaba (Totoaba macdonaldi) es neurolégicamente susceptible al
acido domoico.

e Determinar la dosis maxima tolerable de acido domoico en totoaba (Totoaba
macdonaldi) a través de inyeccidn intraperitoneal.

e Evaluar la patologia inducida por el acido domoico en el cerebro y otros 6rganos
internos.

e Evaluar la bioacumulacién y distribucion del acido domoico en tejidos a través de

inyeccion intraperitoneal y exposicién por via oral.
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5. HIPOTESIS
1. El acido domoico al ser consumido por via oral no es acumulado en los tejidos de totoaba
(Totoaba macdonaldi) por lo que no genera dafio tisular ni constituye un riesgo para la salud

del organismo.

2. La inyeccion intraperitoneal de acido domoico permite que este alcance el sistema

nervioso induciendo una respuesta neurotdxica y dafio tisular en cerebro.
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6. METODOLOGIA

6.1 Mantenimiento de organismos vivos

Un total de 30 organismos de Totoaba macdonaldi fueron obtenidos de las instalaciones de
la Unidad de Manejo para la Conservacion de Vida Silvestre para el cultivo de Totoaba
macdonaldi de la Facultad de Ciencias Marinas (FCM) de la Universidad Auténoma de Baja
California (UABC) unidad Ensenada, Baja California, México. Los organismos fueron
distribuidos aleatoriamente en 2 tanques con sistemas de recirculaciéon de agua de mar
(SRA) (Fig. 5) donde fueron alimentados a saciedad con una dieta comercial. Luego de 24
horas de aclimatizacion a los sistemas de confinamiento y una vez que se encontré que no
presentaron comportamiento anormal como consecuencia del movimiento se procedié a

iniciar con la primera parte de los experimentos.

Figura 5. Tanques con sistemas de recirculacién de agua de mar (SRA) donde se
mantuvieron los organismos previo al inicio de los experimentos.

6.2 Exposicion al acido domoico

6.2.1 Inyeccion intraperitoneal
Para determinar si la totoaba es susceptible al dcido domoico y seleccionar una dosis del
mismo que causara alteraciones conductuales pero sin causar la muerte de los organismos

se disefid un experimento de inyeccién intraperitoneal considerando 4 concentraciones
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(Tabla 4). El tratamiento control consitié en inyectar peces con 200 pl de agua destilada

(n=3, peso promedio =12.52 + 1.13 g).

Tabla 4. Dosis utilizadas en inyeccién intraperitoneal.

Dosis (ugAD g de tejido) | Peso de los organismos (g) Numero de organismos
6.4 11.67+2.70g 3
3.2 13.34+485¢ 3
1.6 11.92 +3.91g 3
0.8 1295+1.75¢ 3

De acuerdo al protocolo descrito por Lefebvre et al. (2001) cada pez fue inyectado en el
lado ventral en un punto intermedio entre las aletas ventrales y el ano (Fig. 7) utilizando
una jeringa de 3ml (Fig. 6.2) con la guja en angulo hacia el extremo posterior. Se inyecto
lentamente el 4cido domoico (Sigma aldrich) (Fig. 6.1) en la cavidad intraperitoneal y
posteriormente los peces fueron liberados en un acuario (Fig. 8) y observados durante 6
horas. El efecto del AD sobre la conducta de los organismos se evalué considerando la

presencia o ausencia de nado erratico, nado en espiral, nado en circulo o nado invertido.

D6162.1mG
200% iHPLCy acid
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Figura 6. 1) Acido domoico (Sigma aldrich). 2) Jeringas de 3 ml utilizadas para inyeccién
intraperitoneal.

Figura 8. Acuario donde se liberaron los organismos posteriormente a la inyeccion
intraperitoneal para observacién.
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6.2.1.1 Eutanasia y diseccién
Se realizd eutanasia de los organismos, primero fueron colocados en agua fria para su
aletargamiento y después se realizo corte de branquias. No se utilizaron anestésicos para la
eutanasia como el MS-222 y aceite de clavo (eugenol) ya que tienen un efecto directo en
los receptores de glutamato en células nerviosas bloqueando la actividad de los canales de
Ca?* (Irie, 2006) ejerciendo un mecanismo contrario al inducido por el AD por lo que podrian

potencialmente alterar los resultados del efecto del AD en tejidos.

Posteriormente, se realizo la diseccion de cada organismo realizando una incision entre las
aletas ventrales con navaja y se prolongé con tijeras hacia la mandibula y posteriormente
hacia el ano (Fig. 9.2-9.3). El higado, corazdn, rifidn y bazo fueron removidos y enjuagados
con agua destilada. Posteriormente se realizd un corte en el crdneo con tijeras para extraer
el cerebro completo (Fig. 9.4). Una porcién de cada drgano se colocd en casetes de
histologia (Fig. 10.1-10.2) que se sumergieron en formol al 10% durante 48 horas, mientras
gue otra porcion fue colocada en tubos Eppendorf (Fig. 10.3) y conservada en congelacion

a -80°C para la cuantificacién de contenido de acido domoico.
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Figura 9. Diseccidon de organismos de Totoaba macdonaldi.
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Figura 10. Organos extraidos de Totoaba macdonaldi. 1) Cerebro en casete de histologia. 2)
Corazén en casete de histologia. 3) Bazo en tubo Eppendorf para posterior congelacion.

6.2.2 Tratamiento oral
Con el fin de caracterizar la acumulacién del acido domoico, la distribucién en tejidos y
potenciales efectos neurotdxicos se selecciond la concentracidon de 1.6 ugAD/g de tejido
para realizar un experimento de exposicidn por via oral. A 12 organismos (peso promedio=
11.58 + 2.28 g) se les administrd el dcido domoico diluido en 200 pl de agua destilada. Cada
pez fue capturado con red y posteriormente utilizando una micropipeta se administro
lentamente la solucién por via oral (Fig. 11). Peces control se les administraron 200 ul de
agua destilada (n =3, peso promedio =12.34 +1.23 g) siguiendo el protocolo descrito. Luego
de la administraciéon los peces fueron liberados en un tanque para observar su

comportamiento. Se realizé eutanasia siguiendo el protocolo anteriormente descrito a las
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2 horas (n=2), 24 horas (n=5) y 72 horas (n=5). En cada etapa se tomaron muestras de
cerebro, higado y rifidn las cuales fueron enjuagadas con agua destilada, colocadas en tubos
Eppendorfy congelados a -80°C para la cuantificacidon de acido domoico. Adicionalmente, a
las 24 y 72 horas, se tomaron muestras de cerebro, corazén e higado las cuales fueron

enjuagadas con agua destilada y colocadas en casetes de histologia.

Figura 11. Administracion de acido domoico a totoaba por via oral.

6.2.3 Recuperacion después de la administracion de AD intraperitonealmente
Con el propdsito de evaluar los efectos del acido domoico en cerebro a corto y mediano
plazo se selecciond la concentracién de 1.6 ugAD/g de tejido (n=5, peso promedio=9.01 +
2.91 g). Los organismos fueron inyectados siguiendo el protocolo anteriormente descrito y
fueron sacrificados a las 24 horas (n=1), 48 horas (n=1) y 72 horas (n=1) siguiendo el
protocolo de eutanasia y diseccion descrito anteriormente. Cerebro, higado y corazén
fueron removidos, enjuagados con agua destilada y colocados en casetes de histologia los

cuales fueron colocados en formol al 10% durante 48 horas.
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6.4 Analisis histolégico

El andlisis histoldgico de las muestras se realizd siguiendo la técnica descrita en Ross y
Pawlina (2009). Las muestras en los casetes de histologia que se encontraban en formol al
10% fueron transferidas a etanol al 70% durante 60 minutos para posteriormente pasar por
un proceso de deshidratacidn en bafios sucesivos en soluciones de concentracién crecientes
de alcohol etilico, diafanizacion en xileno y posterior inclusidn en parafina, este proceso se
llevo a cabo en un procesador automatico de tejidos LEICA TP 1020 (Fig. 12.1). Al finalizar
el proceso se formaron los bloques de parafina utilizando un incluidor de tejidos LEICA EG
1150 H (Fig. 12.3-12.4) una vez formados los bloques se colocaron en una placa fria LEICA
EG 1150 C (Fig. 12.4) para la solidificacién homogénea de la parafina en los bloques (Fig.
12.5). Se realizaron cortes histoldgicos de 3 um de espesor con un micrétomo LEICA RM 21
25 (Fig. 12.6), obteniéndose cortes transversales de mesencéfalo y metaencéfalo para
cerebro (Fig. 13) y corte sagital de corazén (Fig. 14), los cortes se extendieron en un bafo
de agua destilada para su posterior fijacidon a portaobjetos. Las laminillas se dejaron secar
en una estufa a 50°C durante 24 horas para posteriormente pasar por un proceso de
desparafinizacion y tincién utilizando la técnica de Hematoxilina-Eosina (H&E) (Fig. 12.8).
Finalmente, las muestras fueron montadas utilizando resina Cytoseal y cubiertas con un

cubreobjetos (Fig. 15).
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Figura 12.Técnica histoldgica. 1) Procesador automatico de tejidos LEICA TP 1020. 2) Corte
de muestra de cerebro en regiones de interés previo a la inclusion en parafina. 3) Incluidor
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de tejidos LEICA EG 1150 H. 4) Enfriamiento de bloques de parafina en placa fria LEICA EG
1150 C. 5) Bloques de parafina con muestras incluidas. 6) Corte de muestras incluidas en
bloque de parafina en microtomo LEICA RM 21. 7) Cortes en parafina colocados en
portaobjetos. 8) Cubetas de tincién.

Cerebeio

Tectum

Bulbo olfatorio

Tracto olfatorio ;
Pituitaria Lébulo inferior

Tel Dii Mes Met Miel

Figura 13. Regiones de cerebro de teledsteos. lzquierda: plano general. Adaptado de
Sulivan. Derecha: cerebro de Totoaba macdonaldi. Tel: telencéfalo. Di: diencéfalo. Mes:
mesencéfalo. Met: metaencéfalo.

Figura 14. Corazén de Totoaba macdonaldi. Linea punteada indica sitio de corte (corte
sagital). BA: bulbo arterioso. V: ventriculo.
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Figura 15. Laminillas con muestras montadas en resina.

6.5 Cuantificacion de acido domoico

Las muestras para cuantificacion de AD se analizaron mediante un cromatdégrafo de liquidos
acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (LC-MS/MS, Agilent 6470). Las
muestras que se encontraban almacenadas a -80°C se descongelaron a temperatura
ambiente por aproximadamente una hora. La extraccidon se realizd en tubos tipos
Eppendorff de 2 ml donde se colocé la muestra y se aiadio el solvente de extraccion (MeOH
50%) en una relacion 1:4. Las muestras se homogenizaron en un agitador de tubos vortex
K-550-G durante 3 minutos para posteriormente pasar al proceso de limpieza mediante
centrifugacién a 13,000 rpm durante 8 minutos a 4°C. Posteriormente se recuperd el
sobrenadante para la cuantificacion del AD, este se filtré utilizando filtros de polipropileno
Agilent Techonologies de 0.2 um de tamanfo de poro, el filtrado se recuperé en un inserto
de 250 ul que fue colocado en tubos ambar de 1.5 ml donde finalmente se afiadio acido

triflouroacético (TFA) a una concentracion final de 0.15%.

El analisis por LC-MS/MS se llevé a cabo de acuerdo a Mafra, et al. 2009. Utilizando un

espectrometro de masas Agilent 6470 con triple cuadropulo con fuente de ionizacién
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electrospray que utiliza nitrégeno como gas de nebulizacidon y una columna analitica Agilent
Zorbax Eclipse Plus-C18 (100 x 2.1 mm de didmetro interno, tamafio de poro 1.8 um). El
tiempo de corrida fue de 8 minutos a una temperatura de 45°C con un flujo constante de
0.25 ml/min. La fase mévil fue agua + acido férmico (0.2%) como solucion Ay acetonitrilo +
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% y 8 min, 10%.

6.6 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis para muestras no
parameétricas en el analisis de los tiempos de respuesta. Al tener un n < 5 para cada grupo
se descarta la posibilidad de utilizar pruebas paramétricas, con el fin de determinar si
existen diferencias significativas entre dosis de los grupos que presentaron signos

basandose en las hipotesis:

Ho: grupo 6.4 = grupo 3.2 = grupo 1.6

Ha: Al menos uno de los grupos es diferente

Los datos sobre el tiempo de respuesta fueron divididos en dos categorias: 1) tiempo en
gue los organismos presentaban desorientacién y 2) tiempo en el cual se presentaba nado

en espiral.
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El primer paso para aplicar la prueba consiste en asignar un rango a cada valor:

Tabla 5. Se indican los tiempos de respuesta en minutos para la categoria de desorientacién
con el nombre de cada grupo en el encabezado (grupo 6.4, grupo 3.2 y grupo 1.6) en la
columna siguiente de cada grupo se indica el rango correspondiente a cada valor.

Grupo 6.4 Rango Grupo 3.2 Rango Grupo 1.6 Rango

24 3 24 4 41 9

22 2 27 5 31 6

3 1 40 8 34 7

¥ Rangos 6 17 22
n 3 3 3

Tabla 6. Se indican los tiempos de respuesta en minutos para la categoria nado en espiral
con el nombre de cada grupo en el encabezado (grupo 6.4, grupo 3.2 y grupo 1.6) en la
columna siguiente de cada grupo se indica el rango correspondiente a cada valor.

Grupo 6.4 Rango Grupo 3.2 Rango Grupo 1.6 Rango

37 5 31 3 76 7

41 6 212 9 34 4

5 2 0 1 160 8

S Rangos 13 13 19
n 3 3 3
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Luego de asignar un rango a cada valor, se suman los rangos de cada columna, estos datos

son utilizados para obtener un valor de H calculada mediante la siguiente formula:

Hcal =[ (12/ nTot * nTot + 1) (3 (Tk?/ nk)] - 3 (nTot + 1)

Donde:
nTot= total de observaciones (9)
Tk= sumatoria de rangos por columna
Nk= numero de observaciones por columna

Posteriormente se calcula un valor de H calculada, utilizando Minitab, fundamentada en la
siguiente formula:
Hcri=X? 1-0, k-1
Donde:

o=0.5
k-1=2
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7. RESULTADOS
7. 1 Inyeccidn intraperitoneal

7.1.1 Comportamiento
Los organismos inyectados via intraperitoneal con la dosis mas baja de acido domoico (0.8
ugAD g de tejido) mostraron un incremento en su actividad y una ligera desorientacion
caracterizada por nado cercano a la superficie del agua y choque contra las paredes del
acuario al nadar. Se observd este comportamiento durante los primeros 5 a 15 minutos

luego de la inyeccion recuperando su actividad normal después de este periodo de tiempo.

Los organismos tratados con las dosis intermedias (1.6 y 3.2 pgAD g!) presentaron signos
de dafio neuroldgico caracterizados por desorientacion, nado erratico, nado en espiral y
nado invertido. Los signos se presentaron en un tiempo promedio de 30.33 minutos para el
grupo tratado con 1.6 pgAD g de tejido y 35.33 minutos, para el grupo tratado con 3.2
ugAD g?! de tejido. Ninguno de los organismos murié con estas dosis como consecuencia

de la inyeccién después 6 horas de observacion.
Los peces que recibieron la dosis mas alta, 6.4 ugAD/g de tejido, presentaron signos severos
de excitotoxicidad y el total de organismos murieron dentro del tiempo de observacién

(49.33 £ 22.8 minutos).

Tabla 7.Tiempos de respuesta.

Dosis (ugAD Numerode Numerode Tiempode Numero de Tiempo
glde organismos organismos respuesta organismos (min)
tejido) tratados sintomaticos (min) muertos
0.8 3 0 - 0 -
1.6 3 3 35.33+5.13 0 -
3.2 3 3 30.33+8.5 0 -
6.4 3 3 16.33+£11.6 3 49.33+22.8
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En todos los organismos que presentaron signos el dafio neuroldgico se caracterizé por
alteraciones en la forma de nadar. Durante los primeros minutos, los peces presentaron
desorientacidn, mostraron incremento de actividad caracterizado por giros rapidos y nadar
alternativo hacia el fondo del acuario y hacia la superficie del mismo. A medida que los
signos progresaron los peces se mantienen flotando cerca de la superficie del acuario en
una posicion ligeramente vertical sacando la cabeza del agua por fragmentos de cortos de
tiempo. Ademas, los peces adquieren una posicion totalmente vertical con la cabeza
orientada hacia la superficie del acuario, presentan nado vertical y, a medida que los
sintomas avanzan, los peces comenzaron a dar vueltas sobre su propio eje manteniendo la
posicidn vertical. Finalmente, se presentd el nado en espiral siendo el signo mas evidente
de dafo neuroldgico. El nado en espiral persistid hasta el final de las 6 horas de observacion

0, en el caso de la dosis mas alta, hasta la muerte de los organismos.

7.1.1.1 Andlisis estadistico: tiempos de respuesta

Como resultado del andlisis de varianza de una via de Kruskal-Wallis se obtuvo un valor de
H calculada de 5.96 para la categoria de desorientacion y un valor de 1.07 para la categoria
de nado en espiral teniendo para ambos casos un valor de H critica de 5.99. Al ser H
calculada < H critica en ambos casos se acepta la hipdtesis nula lo cual indica que no existen
diferencias estadisticamente significativas en los tiempos de respuesta entre los grupos

tratados con distintas dosis.
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Figura 16. Comportamiento (signos de exicitotoxicidad) presentados por
Totoaba macdonaldi tras exposicidon a acido domoico a través de inyeccidon
intraperitoneal. Imagenes obtenidas de video de evaluacion conductual de
organismo expuesto a la dosis de 6.4 pgAD g de tejido.
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7.1.2 Evaluacidn histopatoldgica
7.1.2.1 Cerebro
Se obtuvieron cortes transversales de mesencéfalo y metaencéfalo obteniendo imagenes
de l6bulo 6ptico (tectum) y cerebelo, respectivamente. El tejido cerebral del grupo control
(Fig. 17Ay Fig. 18A) mostro caracteristicas histoldgicas normales. El grupo con la dosis mas
baja (0.8 ugAD/g de tejido) presentd capilares hiperémicos en el tejido del I6bulo éptico

(Fig. 17B) y caracteristicas histoldgicas normales en cerebelo (Fig. 18B).

En l6bulo dptico (tectum) (Fig. 17) se identificaron alteraciones evidentes en el tejido a
partir del grupo tratado con la dosis de 1.6 pgAD g de tejido entre las que se observan
células con eosinofilia citoplasmatica (Fig. 17C, D, E) que indica una de las primeras etapas
de necrosis, perdida de neuropilo (Fig.17C, D, F), vacuolizacion de citoplasma (Fig. 17E) y

necrosis (Fig. 17F).

En cerebelo el grupo control y el grupo tratado con la dosis de 0.8 ugAD g de tejido no
presentaron alteraciones histoldgicas. Los grupos tratados con las dosis 1.6, 3.2 y 6.4 ugAD
g! de tejido presentaron dafio histopatoldgico evidente caracterizado por la presencia de
células necrdticas en distintas etapas entre las que se incluyen picnosis (Fig. 18D) y cariolisis
(Fig. 18D, F), hiperemia (Fig. 18D, F), vacuolizacién de citoplasma (Fig. 18E) y presencia de

células con citoplasma palido indicador de las primeras etapas de necrosis.

Se consideraron las muestras del grupo tratado con la dosis mas alta para caracterizar el
dafio histopatoldgico causado por el acido domoico. Se observaron distintas etapas de
necrosis oncdtica incluyendo separacién de las células adyacentes como la caracteristica
mas evidentes (Fig. 19D), picnosis (Fig. 19F, 20A, B), cariorrexis (Fig. 20A) y cariolisis (Fig.
19B, C, E, F). También se detectd perdida de neuropilo (Fig. 19D), células en apoptosis (Fig.

19E), necrosis coagulativa (Fig. 20B) y hemorragias severas (Fig. 20E, D).
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Figura 17. Histopatologia de tejido cerebral (Lébulo dptico). A) Histologia normal de lI6bulo
Optico. Neuronas (circulos). Capilares (flecha). Células gliales (cabeza de flecha). Neuropilo
(asterisco). Grupo control. 40x. B) Grupo 0.8 ugAD g' de tejido. Neuronas (circulo).
Capilares (flecha) Células gliales (cabeza de flecha). Neuropilo (asterisco). 40x. C) Grupo 1.6
ugAD gt de tejido. Neuronas con eosinofilia citoplasmatica (circulo). Capilares (flecha).
Pérdida de neuropilo (asterisco). 40x. D) Grupo 3.2 pugAD g' de tejido. Neurona con
eosinofilia citoplasmatica (circulo). Capilar (flecha). Células gliales (cabeza de flecha).
Pérdida de neuropilo (asterisco). 40x. E) Grupo 6.4 pgAD g' de tejido. Neurona con
citoplasma eosindfilo (circulo central). Neuronas con necrosis (circulos). Capilares (flecha).
Vacuolizacién de citoplasma (asterisco). 40x. F) Grupo 6.4 pgAD g' de tejido. Neuronas
con necrosis (circulo). Pérdida de neuropilo (asterisco). 40x. Barra = 10 um.
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Figura 18.Histopatologia de tejido cerebral (Cerebelo). A) Histologia normal de cerebelo. M:
capa molecular. CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular. Grupo control. 40x. B) M:
capa molecular. CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular Grupo 0.8 ugAD g de
tejido. 40x. C) Neuronas con necrosis (circulos). Grupo 1.6 ugAD g de tejido. 40x. D)
Cariolisis (circulo continuo). Neurona con apariencia encogida y nucleo picnético (circulo
punteado). Hiperemia (flecha). Grupo 3.2 ugAD g de tejido. 40x. E) Neuronas dafiadas con
citoplasma palido (flechas). Vacuolizacion de citoplasma (circulo). Grupo 6.4 ugAD g de
tejido. 40x. F) Cariolisis: neuronas con atrofia y pérdida de integridad de membrana
(flechas). Hiperemia (asterisco). Grupo 6.4 ugAD g de tejido. 40x. Barra = 10 pm.
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Figura 19.Histopatologia de tejido cerebral grupo con dosis mas alta (6.4 pgAD g! de
tejido). A) Cerebelo. Neuronas con vacuolizacién de citoplasma (circulos). 100x. B) Cerebelo.
Neuronas con atrofia y pérdida de integridad de membrana (cariolisis) (asterisco). 100x. C)
Cerebelo. Cariolisis (circulo). 100x. D) Lébulo dptico. Perdida de neuropilo (asterisco).
Neuronas necrodticas (asterisco). 100x. E) Lobulo dptico. Neurona con apoptosis (cuerpo
apoptotico) (circulo continuo). Cariolisis (flechas). Neurona “fantasma” (circulo punteado)
con pericarion pdlido, nucleo y borde indefinido. 100x. F) Lobulo éptico. Neuronas en
distintas etapas de necrosis. Cariolisis (Flecha). Picnosis (circulo). Neurona con citoplasma
eosindfilo (asterisco). 100x. Barra = 20 um.
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Figura 20.Lesiones histopatoldgicas en tejido cerebral. Grupo con dosis mas alta (6.4 ugAD
g?! de tejido) A) Células necréticas. Neurona con atrofia, citoplasma eosinéfilo y nucleo
picnético (flecha). Neurona con vacuolizacién de citoplasma y nucleo picnético (Circulo
continuo). Cariorrexis (circulo punteado). 100x. B) Necrosis coagulativa. Nucleo picnético
(Flecha). Vacuolizacion de citoplasma (Circulos). 100x. C) Neuronas con pericarion palido y
atrofia. Nucleo y bordes difusos (cariolisis). 100x. Barra = 20 um. D) Hemorragia (cabeza de
flecha). 10x. E) Hemorragia (Cabeza de flecha). Pérdida de neuropilo (asterisco). 10x. Barra
=10 um.
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7.1.2.2 Corazén
Se obtuvieron cortes sagitales de corazén. En imagenes de bajo aumento (Fig. 21) es posible
observar dos de las tres capas que componen el corazén de los peces: 1) la capa mas externa
es el epicardio (EP) que consiste en una Unica capa de tejido epitelial plano sobre una
delgada capa de tejido conectivo y la capa intermedia, 2) el miocardio (MIO) compuesto
por varias capas de fibras musculares, con apariencia esponjosa y con espacios para la
circulacién sanguinea. El tejido cardiaco del grupo control (Fig. 21A) presenta caracteristicas
histoldgicas normales, el grupo tratado con la dosis mas baja (0.8 pgAD g! de tejido)
presenta signos de cardiomiopatia dados por amplia separacién entre fibras musculares
dejando espacios vacios (Fig. 21B; 22B; 23A) ademads de hipercontraccién de bandas (Fig.
21B; 22B), asi como un incremento en la irrigacidn sanguinea (Fig. 22B) lo cual fue un signo

consistente en los grupos con las dosis mas altas (Fig.22C-D).

Los grupos tratados con las dosis de 3.2 y 6.4 ugAD g presentaron amplia separaciéon de
fibras musculares dejando espacios vacios en los que se observan restos de tejido conectivo
(Fig. 23D-E). También en estos grupos se presentd infiltracion de células inflamatorias en
los espacios intersticiales (Fig. 23C, D, E y F) asi como presencia de eritrocitos con bordes

irregulares (Fig. 23E).
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Figura 21.Estructura histoldgica de corazdn (ventriculo). A) Histologia normal de ventriculo.
Grupo control. 40x. B) Grupo 0.8 ugAD g de tejido. 40x. C) Grupo 3.2 ugAD g de tejido.
40x. D) Grupo 6.4 pugAD g de tejido. 40x. EP: epicardio. MIO: miocardio. Flechas:
eritrocitos. Asteriscos: espacios de circulaciéon sanguinea. Barra = 10 um.
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Figura 22.Estructura histolégica de ventriculo (miocardio). A) Histologia normal de
miocardio. Grupo control. 40x. B) Grupo 0.8 ugAD g de tejido. 40x. C) Grupo 3.2 ugAD g*
de tejido. 40x. D) Grupo 6.4 pgAD g de tejido. 40x. Barra = 10 um.
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Figura 23. A) Grupo 0.8 ugAD g de tejido. Ep: epicardio. Fibras musculares (flechas). 100x.
B) Grupo 0.8 ugAD g de tejido. Eritrocitos en lumen. 100x. C) Grupo 3.2 ugAD g de tejido.
Leucocitos (circulo). 100x. D) Grupo 3.2 pugAD g? de tejido. Infiltracién de leucocitos
(flechas). Espacio intersticial con restos de tejido conectivo (asterisco). 100x. E) Grupo 6.4
ugAD g de tejido. Eritrocitos con bordes irregulares (circulos). Restos de tejido conectivo
(asterisco). 100x. F) Grupo 6.4 pgAD g de tejido. Infiltracién de leucocitos (flechas). 100x.
Barra =20 um.
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7.1.3 Contenido de acido domoico
Debido al tamafio de los organismos utilizados en el experimento el volumen de las
muestras de drganos fue escaso. La cantidad de muestra de rifidn y bazo fue insuficiente
para realizar el andlisis de contenido de AD (Tabla 7). Por lo tanto, el andlisis se realizé

Unicamente en las muestras de higado.

Tabla 8. Peso de las muestras de drganos obtenidas de los organismos utilizados en
inyeccion intraperitoneal de AD. Se indica el peso de cada 6érgano en gramos.

Dosis (ugAD/g) Higado (g) Rifidn (g) Bazo (g)
6.4 0.15 0.18 0.06
3.2 0.1 0.04 0.05
1.6 0.18 0.07 0.06
0.8 0.16 0.07 0.06
Blanco 0.24 0.09 0.07

Se detectd la presencia de AD en todas las muestras de higado obtenidas a las 6 horas
después de la inyeccion intraperitoneal. Las concentraciones medias de AD en higado para
cada dosis se presentan en la tabla 8. Se indica el porcentaje de recuperacion en higado

considerando la dosis total inyectada como el 100%.

Tabla 9. Concentracion de AD en higado de totoaba tras exposicion por via intraperitoneal
a cuatro dosis distintas.

Dosis AD en higado % recuperacion
6.4 2.568 40.13
3.2 1.262 39.44
1.6 1.211 75.69
0.8 0.46 57.50
B No detectado -
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7.2 IP Recuperacion después de la administracion de AD intraperitonealmente

7.2.1 Comportamiento
El total de los organismos tratados presentaron signos de dafio neuroldgico en un tiempo
promedio de 43.8 £ 6.0 minutos. Las alteraciones conductuales que se presentaron fueron
similares a las descritas anteriormente para la inyeccidn intraperitoneal. Se presenté al
inicio un incremento de actividad y nado en superficie, para posteriormente pasar a un nado
en posicion vertical con pérdida de equilibrio y finalmente el signo mas evidente de dafio

neuroldgico que corresponde al nado en espiral.

Tres de los organismos tratados mostraron signos de recuperacion (nl = 4 horas; n2 = 10
horas; n3 = 22 horas) y otros dos organismos murieron (n1 = 23 horas; n2 = 32 horas). Los
organismos recuperados nadaban de forma normal sin presentar alteracién conductual

evidente.

7.2.2 Evaluacién histopatoldgica
7.2.2.1 Cerebro
Se obtuvieron cortes transversales de mesencéfalo y metaencéfalo obteniendo imagenes
de l6bulo éptico (tectum) y cerebelo, respectivamente. El tejido cerebral de los organismos
sacrificados 24 horas después de la inyeccion (Fig. 35A, B) presenta hemorragias severas en
la capa granular de cerebelo (Fig. 35A) asi como perdida de neuropilo en el I6bulo 6ptico

(Fig. 35B).

Alas 48 horas (Fig. 35C, D) en cerebelo (Fig. 35C) se observo separacion de las capas granular
y molecular, asi como neuronas necréticas en la capa de células de Purkinje. En el I6bulo
Optico (Fig. 35D) se presentd perdida de neuropilo y neuronas con condensacion del nucleo
(picnosis). El ultimo grupo de organismos, sacrificados 72 horas después de la inyeccion
presentd alteraciones histoldgicas tanto en cerebelo (Fig. 35E) como en lébulo dptico (Fig.

35F). En el cerebelo el dafio se caracterizd6 por células de Purkinje con eosinofilia
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citoplasmatica y fragmentacion nuclear (Cariorrexis), mientras que en Iébulo éptico se

presento perdida de neuropilo y neuronas picndticas.
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Figura 24.Tejido cerebral de grupo tratado con 1.6 ugAD g-1 de tejido. A) Cerebelo. 24
horas. M: capa molecular. CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular. Hemorragias
(flechas). 40x. B) Lobulo éptico. 24 horas. Hemorragias (flechas). Perdida de neuropilo
(asteriscos). 40x. C) Cerebelo. 48 horas. Neurona con fragmentacién nuclear (cariorrexis)
(circulo). 40x. D) Lébulo dptico. 48 horas. Neuronas con condensacién de nucleo (picnosis)
(circulos). Perdida de neuropilo (asteriscos). Capilar hiperemico (flecha) 40x. E) Cerebelo.
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72 horas. Células de Purkinje con eosinofilia citoplasmatica. 40x. F) Lébulo 6ptico. 72 horas.
Perdida de neuropilo (asteriscos). 40x. Barra =10 um.
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Figura 25.Tejido cerebral de grupo tratado con 1.6 ugAD g! de tejido. A) Cerebelo. 24 horas.
Neurona hipertrofica (flecha). Neuronas picnéticas (circulos punteados). 100x. B) Lébulo
Optico. Hipertrofia y cariorrexis (flecha). Neurona picnética (circulo punteado). 24 horas.
100x. C) Cerebelo. Neuronas con picnosis (flechas). 48 horas. 100x. D) Lébulo éptico. 48
horas. Cariolisis (circulo). Vacuolizacion de citoplasma (flecha). 100x. E) Cerebelo. 72 horas.
Neuronas con picnosis (flechas). Células con cariorrexis (circulos). 100x. F) Lobulo dptico. 72
horas. Cariorrexis (flechas). 100x. Barra = 20 um.
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7.2.2.2 Corazén
El tejido cardiaco de los organismos sacrificados a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la
inyeccion presentd caracteristicas similares. En los tres casos se presentd amplia separaciéon
de fibras musculares con restos de tejido conectivo en los espacios resultantes, asi como

hipercontraccion de bandas e infiltracidon de células inflamatorias.

Figura 26.Histologia de miocardio grupo tratado con 1.6 pgAD g de tejido. A) 24 horas.
100x. B) 48 horas. 100x. C) 72 horas. 100x. Barra = 20 um.
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7.3 Tratamiento oral

7.3.1. Comportamiento
Los organismos que recibieron la solucion de acido domoico por via oral no presentaron
alteraciones conductuales que indicaran dafio neurolégico. Luego de la administracion de
la solucidn al ser liberados al tanque presentaban un incremento de actividad, caracterizado
por nado rdpido y cercano a la superficie del agua, recuperando su actividad normal dentro
de los primeros 5 minutos posteriores. Los organismos del grupo control tampoco

presentaron alteraciones conductuales.

7.3.2 Evaluacidn histopatoldgica
7.3.2.1 Cerebro
Se obtuvieron cortes transversales de mesencéfalo y metaencéfalo obteniendo imagenes
de l6bulo 6ptico (tectum) y cerebelo, respectivamente. El tejido cerebral del grupo control
muestra caracteristicas histoldgicas normales (Fig. 24A y 24B).En las muestras obtenidas en
las 2 horas posteriores a la administracidon del AD (Fig. 25) no se observaron alteraciones
histolégicas. Mientras que, a las 24 y 72 horas, en cerebelo (Fig. 26A y Fig. 27A) no se
observaron alteraciones histoldgicas indicadoras de dafio neuroldgico, en capa granular las
células son pequeiias y numerosas, las células de Purkinje se encuentran alineadas sobre la
capa granular y presentan morfologia normal. En capa molecular, neuropilo no presenta

alteraciones estructurales.

Por otra parte, a las 24 y 72 horas, en lébulo dptico (tectum) (Fig. 26B y Fig. 27B) se
identificaron alteraciones en el tejido caracterizadas por pérdida de neuropilo (asteriscos),
neuronas con condensacion del nucleo lo que es indicador de picnosis, una de las primeras

etapas de necrosis oncotica.
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Figura 27.Histologia tejido cerebral grupo control. A) Lébulo éptico. B) Cerebelo. G: capa
granular. CP: capa de células de Purkinje. M: capa molecular.

Figura 28.Histologia de tejido cerebral grupo con tratamiento oral (2 horas). A) Lébulo
Optico. B) Cerebelo. G: capa granular. CP: capa de células de Purkinje. M: capa molecular.
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Figura 29.Histologia de tejido cerebral grupo con tratamiento oral (24 horas). A) Cerebelo.
M: capa molecular. CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular. 40x. B) Lébulo éptico.
Neuronas con condensacién de nucleo (circulos continuos). Neuronas con citoplasma palido
y morfologia anormal (Circulo punteado). Perdida de neuropilo (asterisco). Capilar (Flecha).
40x. Barra = 10 pm.
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Figura 30.Histologia de tejido cerebral grupo con tratamiento oral (72 horas). A) Cerebelo.
M: capa molecular. CP: capa de células de Purkinje. G: capa granular. 40X. B) Lobulo
Optico. Neuronas con condensacién de nucleo (circulos). Células gliales (cabeza de flecha).
Capilar (flecha). Perdida de neuropilo (asterisco). 40x. Barra = 10 um.
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7.3.2.2 Corazén
El tejido cardiaco de grupo control presentd caracteristicas histolégicas normales (Fig. 28).
En las muestras obtenidas en las dos horas posteriores al tratamiento se observaron
caracteristicas histolégicas normales en tejido cardiaco (Fig. 29). En el corte de corazén del
grupo de 24 horas se presentd edema intersticial y regiones con fibrosis (Fig. 30A) ademas

se presentd hipercontraccion de bandas con desarreglo de fibras musculares y células con

68



necrosis (Fig. 30B). A las 72 horas se presenté edema intersticial mas acentuado (Fig. 31A)
con respecto al observado a las 24 horas, espacios intersticiales con restos de tejido

conectivo (Fig. 31B) e infiltracion de células inflamatorias.

Figura 31.Histologia de tejido cardiaco. Grupo control. A) Miocardio. 40x. Barra = 10 um.
B) Miocardio. 100x. Barra = 20 um.

Figura 32.Histologia de tejido cardiaco grupo con tratamiento oral (2 horas). A) Miocardio.
40 x. Barra = 10 um. B) Miocardio. 40x. Barra = 10 um.
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Figura 33.Histologia de miocardio grupo con tratamiento oral (24 horas). A) Miocardio.
Zona con fibrosis (asterisco). 40x. Barra = 10 um. B) Miocardio. Hipercontraccién de
bandas. Células con necrosis (flechas). 100x. Barra = 20 um.

Figura 34.Histologia de miocardio grupo con tratamiento oral (72 horas). A) Miocardio
40x. Barra = 10 um.B) Miocardio. Leucocito (flecha). 100x. Barra = 20 um.

7.3.3 Contenido de acido domoico
Las muestras de érganos (cerebro, higado y rifidn) obtenidas de los organismos en este
experimento se obtuvieron por duplicado. Debido a la poca cantidad de muestra que se
pudo obtener debido al tamano de los organismos utilizados para el experimento, las dos
fracciones de cada organo se analizaron en conjunto con el propdsito de aumentar el
volumen de muestra (Tabla 9). Se realizaron dos mediciones de contenido de AD para cada

muestra.
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Tabla 10. Peso de las muestras de érganos obtenidas de los organismos utilizados en el
tratamiento oral de AD. Se indica el peso de cada 6rgano en gramos.

Tratamiento oral

2hr 24 hr 72 hr

Cerebro 1 0.03 0.07 0.11

Cerebro 2 0.07 0.09 0.1
Total 0.1 0.16 0.21
Higado 1 0.15 0.33 0.18
Higado 2 0.09 0.24 0.34
Total 0.24 0.57 0.52
Rién 1 0.05 0.05 0.07
Riiién 2 0.06 0.09 0.07
Total 0.11 0.14 0.14

En todos los 6rganos analizados se detectd la presencia de AD en los distintos tiempos (2,
24 y 72 horas) posteriores a la administracién de los 200ul de H,0d con 1.6 pgAD g™ tejido
por via oral. Los niveles mas altos de contenido de AD se detectaron en las primeras dos
horas luego de la inoculacidn con una recuperacion del 56.75% (tabla 10), considerando que
el 100% de la dosis total haya sido ingerido, a las 24 horas Unicamente el 13.75% del total
administrado permanecia en los organismos. La concentracion mas alta de AD se encontro
en rifién a las 2 horas (0.719 + 0.02 ugAD g') seguido de una disminucién importante a las
24 horas (0.086 + 0.005 ugAD g tejido). A las 72 horas se detecté 0.072 + 0.07 pugAD g?
tejido (Fig. 33). La siguiente concentracion mas elevada se encontré en higado también a
las 2 horas (0.105 + 0.007 pgAD g?). Mientras que las concentraciones mas bajas se
encontraron en cerebro con valores de 0.084 + 0.006 (2 horas), 0.064 + 0.001 (24 horas) y
0.063 +£0.00 (72 horas) (Figura 32). Estos resultados preliminares sugieren que el AD cuando
es administrado por via oral es absorbido por el tracto digestivo dentro de las primeras 2
horas posteriores a la administracion siendo el rifidn el primer érgano contaminado antes
de alcanzar otros drganos y, al contener este los niveles mas elevados de AD, actia como la

principal via de excrecion.
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Tabla 11. Porcentaje de recuperacién de AD tras exposicidn por via oral de 200ul de H,Od

con 1.6 ugAD g tejido.

Tiempo AD total (ugAD g) % recuperacion
2 horas 0.908 56.75
24 horas 0.22 13.75
72 horas 0.204 12.75

Tabla 12. Distribucidn de AD en drganos de totoaba tras exposicion por via oral de 200 pl
de H,0d con 1.6 ugAD/g tejido. Las muestras fueron tomadas a las 2 horas, 24 horas 'y 72
horas posteriores a la administracién de la solucién.

Tiempo Cerebro (ugAD g') | Higado (ugAD g?) Rifién (ugAD g)
2 horas 0.084 £ 0.006 0.105 £ 0.007 0.719+0.01
24 horas 0.064 £ 0.001 0.07 £ 0.002 0.086 £ 0.004
72 horas 0.063 £ 0.00 0.069 £ 0.005 0.072 £ 0.07
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Figura 35.Contenido de AD (ugAD g tejido) en cerebro de totoaba luego de la
administracién por via oral de 200 pl de H,0d conteniendo 1.6 ugAD g tejido.
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Figura 36.Contenido de AD (ugAD g tejido) en rifidn de totoaba luego de la
administracién por via oral de 200 pl de H,0d conteniendo 1.6 pgAD g tejido.
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Figura 37.Contenido de AD (ugAD g tejido) en higado de totoaba luego de la
administracién por via oral de 200 pl de H,0d conteniendo 1.6 ugAD g tejido.
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8. DISCUSION

8.1 Inyeccion intraperitoneal

Los signos de excitotoxicidad que se observaron después de la inyeccidon intraperitoneal
confirman que la totoaba es neuroldégicamente susceptible al acido domoico (AD). Los
organismos tratados con una dosis >1.6 pgAD g! de tejido presentaron signos neurotéxicos
caracterizados por desorientacion, pérdida de equilibrio y nado en espiral. Estos signos se
han descrito en anchoveta, salmoén y dorada después de la administracidon del AD por via
intraperitoneal, donde el comportamiento mas evidente asociado con el dafio neurotdxico

es el nado en espiral (Lefebvre et al., 2001; Lefebvre et al., 2007; Nogueira et al., 2010).

Los organismos que recibieron la dosis mas baja (0.8 ugAD/g tejido) no presentaron signos
de intoxicacion, pero si presentaron alteraciones histolégicas menores en los tejidos
analizados. Viera, et al. (2015) establece que un factor clave en la intoxicacién por AD es
que las alteraciones histoldgicas unicamente se desarrollan en organismos que muestran

alteraciones conductuales.

Por otro lado, los organismos tratados con la dosis mas alta 6.4 ugAD g de tejido murieron
en un tiempo promedio de 49.33 + 22.8 minutos y presentaron alteraciones histoldgicas
importantes en cerebro y corazdn. Para este trabajo se considerd la dosis de 1.6 pgAD g
de tejido como la dosis efectiva al ser la dosis mas baja que induce signos neurotdxicos en
los organismos tratados sin ocasionar la muerte de estos. Esta concentracidn es reportada

como EDsp para anchoveta (Lefebvre et al., 2001).

Los organismos tratados con dosis de 21.6 ugAD g de tejido presentaron signos de
intoxicacion lo que sugiere que la susceptibilidad de la totoaba es mayor a la reportada en
otros peces como anchoveta (4.3 ugAD g-1) (Lefebvre, et al. 2001), salmén (6.3 pgAD g?)
(Lefebvre et al., 2007) y dorada (=9 ugAD g?) (Nogueira et al., 2010). Mientras que la
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susceptibilidad neuroldgica es menor a la reportada en mamiferos. Los ratones presentan
signos neurotdxicos con dosis entre 0.59 y 2.5 ugAD g de tejido (lverson et al., 1989; Vieira
et al., 2015) y primates como el macaco cangrejero que presenta signos neurotdxicos con
una dosis de 4 pgAD g de tejido (Tryphonas et al., 1990). Lefebvre, et al. (2007) sugiere
qgue una combinacién de excrecién biliar y renal eficiente contribuye a que los peces

presenten una mayor tolerancia al AD con respecto a mamiferos marinos y aves.

8.1.1 Comportamiento

Los patrones de comportamiento en peces que han recibido administracion sistémica de
AD se caracteriza por alteraciones generales en la forma de nadar e incremento de actividad
(Bakke et al., 2010). En este estudio los organismos de T. macdonaldi que presentaron
signos de dafio neuroldgico las alteraciones conductuales se manifestaron en los primeros
minutos posteriores a la administracion del AD. Estos signos de excitotoxicidad asi como los
reportados en otros organismos como temblores en primates (Tryphonas et al., 1990),
rascado, pérdida de equilibrio y convulsiones en ratones (lverson, et al., 1989; Vieira et al.,
2015), desorientacion y movimientos en cabeza en aves (Work et al., 1993) sugieren que el
AD actua sobre el sistema nervioso central al atravesar la barrera sangre-cerebro en los
organismos afectados (Lefebvre et al., 2001; Lefebvre, et al., 2007). Ademas, los signos
observados en este trabajo, son consistentes con los observados en salmdn (Lefebvre et al.,
2007), anchoveta (Lefebvre et al., 2001) y dorada (Nogueira et al., 2010) demostrando que
el AD actua sobre dos de los principales centros integrativos del sistema nervioso en peces,
el Iébulo optico y cerebelo. Estas regiones son responsables de controlar tareas
relacionadas con la orientacion, como localizacién e identificacion de objetos y la
coordinacion del control motor, ademads de estar encargadas del aprendizaje motor y la
coordinacion (Wullimann y Vernier, 2007). En vertebrados superiores el hipocampo es la
region cerebral donde se localiza la mayor cantidad de receptores de glutamato tipo KA
(London et al., 1980) vy, por lo tanto, es la regién donde se observa un mayor efecto tras la

exposicion al AD (Teitelbaum J. 1990; Tryphonas et al., 1990; Lefebvre et al., 2010; McHuron
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et al., 2013; Vieira et al., 2015). Sin embargo, el hipocampo es una regiéon que no estd
desarrollada en el cerebro de los peces (Schaffer et al., 2006) por lo que es importante
identificar las regiones en el cerebro de estos que puedan verse afectadas por la exposicion

al AD.

8.1.2 Alteraciones histoldgicas

Existe poca informacidon respecto a las alteraciones histoldgicas en drganos de peces
expuestos a AD, Nogueira, et al. (2010) reportaron que la administracién intraperitoneal de
una unica dosis de 9.0 ugAD g! de tejido en dorada (Sparus aurata) no genera alteraciones
en tejido cerebral. Por otra parte, Lefebve, et al. (2010) describen que el AD genera efectos
histopatolodgicos en el sistema nervioso central de vertebrados. Asimismo, se ha reportado
que genera alteraciones en el tejido cardiaco (McHuron et al., 2013) ya que presenta
cantidades importantes de receptores ionotrépicos de glutamato (Zabaglo et al., 2016). En
este trabajo se observaron alteraciones histoldgicas en los tejidos de cerebro y corazén de

los organismos expuestos a dosis >1.6 ugAD g! de tejido.

En cerebro, dichas alteraciones se caracterizaron por neuronas con eosinofilia
citoplasmatica, indicador de una de las primeras etapas de necrosis (Zachary, 2017), pérdida
de neuropilo y vacuolizacién de citoplasma en |8bulo éptico, y neuronas en distintas etapas
de necrosis oncdtica en cerebelo. Estos resultados son similares a los descritos para
mamiferos como macaco cangrejero (Macaca fascicularis) o ratén (Mus musculus) al recibir
una dosis de AD por via intraperitoneal resultando en cambios morfoldgicos en tejido
cerebral como vacuolizacidn en neuropilo, hipertrofia en astrocitos, pérdida neuronal y
necrosis (Tryphonas et al.,, 1990; Vieira et al., 2015). Estas alteraciones también se han
registrado en humanos (Homo sapiens), foca comun (Phoca vitulina richardii) y oso marino
(Callorhinus ursinus) luego de exposicion natural al AD (Teitelbaum, J. 1990; McHuron, et

al. 2013; Lefebvre et al., 2010).
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El AD provoca alteraciones cardiovasculares en humanos (Teitelbaum, et al. 1990) asi como
en foca comun (Phoca vitulina richardii) y oso marino (Callorhinus ursinus) luego de la
exposicion a la toxina de forma natural (McHuron, et al. 2013; Lefebvre, et al. 2010) y en
rata al administrarse por via intraperitoneal (Vranyac-Tramounandas, et al. 2011). Las
alteraciones descritas por estos autores son necrosis en miocardio, degeneracion vacuolar,
reemplazo de cardiomiocitos por adipocitos, hipercontractura, necrosis inflamatoria e
infiltracidn de células inflamatorias. Se encontraron las mismas alteraciones histoldgicas en
el corazén de la totoaba, del presente estudio, ademas de que se observd separacién entre
fibras musculares, hipercontraccion de bandas, aumento en irrigacién sanguinea,
infiltracidon de células inflamatorias y necrosis en miocardio. Esta es la primera descripcion

del efecto del AD en corazdn en peces.

8.1.3 Contenido de AD

La presencia de AD en los higados de los organismos tratados con distintas dosis a las 6
horas posteriores de la inyeccion indica que este fue bien absorbido de la cavidad

intraperitoneal hacia el torrente sanguineo a través de capilares.

La deteccién de AD en los organismos tratados con la dosis mas baja (0.8 pgAD g* de tejido)
indica que la toxina entra a la circulacién sistémica. Sin embargo, la ausencia de signos
neurotodxicos sugiere que la dosis mas baja no alcanza el sistema nervioso. Los signos
neurotéxicos observados en los organismos tratados con las dosis mas altas (6.4, 3.2y 1.6
ugAD g de tejido) son indicadores de que la toxina atravesé la barrera sangre-cerebro e
ingresd al sistema nervioso. Se ha documentado que las dosis elevadas de AD pueden
incrementar la permeabilidad de la barrera sangre-cerebro a través de la produccion de
convulsiones, en mamiferos, ya que estas incrementan la pinocitosis de las células
endoteliales de los capilares (Ramsdell, 2007). Considerando los signos neurotdxicos
presentados en totoaba un analogo de las convulsiones en mamiferos se podria explicar

porque las dosis mas altas (6.4 y 3.2 ugAD g de tejido) para totoaba indujeron los signos
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de intoxicacion en un periodo més corto de tiempo respecto a la dosis de 1.6 pgAD g* de

tejido.

La dosis de 1.6 ugAD g de tejido al ser administrada por via intraperitoneal presentd una
recuperacion del 75.69% a las 6 horas. Mientras que la misma dosis administrada via oral
tiene una recuperacién del 56.75% a las 2 horas. El hecho de que el porcentaje de
recuperacidon sea mayor en el tratamiento intraperitoneal sugiere que la biodisponibilidad
del AD es mayor al ser administrado por esta via. Perez y Tasker (2014) establecen que la
absorcion del AD en el tracto gastrointestinal es errdtica. Se ha documentado
biodisponibilidad del 5-10% en rata, ratdon y macaco cangrejero (lverson et al., 1989; Iverson
et al., 1990; Tryphonas et al., 1990) al administrarse el AD por via oral, mientras que por via

intraperitoneal la disponibilidad es completa.

8.2 Recuperacion después de la administracion de AD intraperitonealmente

En este trabajo la dosis seleccionada para desarrollar un experimento con el propdsito de
caracterizar la recuperacion de los organismos fue de 1.6 ugAD/g de tejido, siendo la dosis
mas baja que provocd signos neurotoxicos sin ocasionar la muerte de los organismos en el
primer experimento de inyeccidn intraperitoneal. Al utilizar esta dosis con el propésito de
evaluar la recuperacion de la totoaba al efecto del AD, dos de los organismos tratados
murieron, y los sobrevivientes mostraron todos los signos de excitotoxicidad y una posterior
recuperacién aparente en un tiempo de 12 + 9 horas. Esta aparente recuperacién es similar
a la descrita en Nogueira, et al. (2010) donde organismos de la especie Sparus aurata
mostraron signos neurotoxicos 20-30 minutos después de recibir 9.0 ugAD/g de tejido
intraperitonealmente y, los organismos que sobrevivieron mostraron una recuperacion
total luego de 24 horas. Estos resultados son también similares a los reportados para ratén
donde estos mostraron una recuperacion total en los 10 minutos posteriores a recibir una

inyeccién intraperitoneal de 2.5 pugAD g de tejido (Vieira, et al. 2015).
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El hecho de que los signos de intoxicacion fueron reversibles sugiere la posibilidad de una
recuperacidon neuronal en los organismos afectados, sin embargo, el analisis histoldgico
muestra alteraciones histoldgicas tanto en cerebro como en corazén a las 24,48 y 72 horas.
En cerebro, a las 24 horas, se observaron hemorragias tanto en cerebelo como en Iébulo
Optico lo cual es una alteracién que no se habia observado en ninguna de las dosis
anteriormente administradas por via intraperitoneal. A las 48 y 72 horas el dafio estuvo
caracterizado por neuronas con necrosis en distintas etapas sin observarse hemorragias en
ninguna de las dos estructuras lo cual sugiere que las hemorragias son una alteracién
reversible. Estas observaciones son distintas a lo descrito para dorada (Sparus aurata)
(Nogueira et al., 2010) donde no se reportaron alteraciones histoldgicas en tejido cerebral
en los organismos 24 horas después de la inyeccidn, sin embargo, en raton Vieira et al. 2015
describe que aun cuando los organismos expuestos al AD presenten una completa
recuperacién pueden observarse lesiones neuroldgicas a las 24 horas después de la

exposicion siendo estas lesiones mas severas en los 5 a 14 dias posteriores.

8.3 Tratamiento oral

La ausencia de signos de excitotoxicidad después de la exposicion al AD por via oral sugieren
que la toxina no alcanza el cerebro al ser administrada de esta forma. Sin embargo, la
presencia de AD en cerebro, asi como la evaluacion histolégica de cerebro y corazoén indica
que la toxina es capaz de atravesar la barrera sangre-cerebro e inducir alteraciones que

representan un riesgo para la salud del organismo.

La ausencia de signos excitotoxicos después de la administracién oral de AD ha sido
reportada para trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Los organismos fueron alimentados
durante 15 semanas con pellets adicionados con 130 ugAD/g (Hardy, et al. 1995). En este
trabajo concluyen que el AD no puede ser absorbido en el tracto gastrointestinal de los
peces, al Unicamente detectarse en visceras y una cantidad significativa en heces, pero no
en otros tejidos. Sin embargo, en anchoveta (Engraulis mordax) a la que se le administré

una dosis de 800 pugAD g* de tejido (Lefebvre et al., 2001) y para salmén (Oncorhynchus
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kisutch) con una dosis de 10 pgAD g-1 de tejido (Lefebvre et al., 2007) se detecté AD en
higado y rifidn. Por lo tanto, se propuso, que el AD puede ser absorbido en el estémago y
su excrecién a través del higado y rifidn previene que alcance el sistema nervioso. En el
presente trabajo se detectaron asimismo concentraciones altas de AD en higado y rifidn en
las primeras dos horas luego de la exposicion con valores de 0.084 y 0.719 pgAD g™ tejido,
respectivamente. Sin embargo, la toxina también se detectd en cerebro a las 2 horas. Se
detectaron 0.084 ugAD g de tejido que fue un orden de magnitud menor al encontrado en
los otros drganos analizados. El hecho de que las concentraciones detectadas en cerebro
sean significativamente mas bajas respecto a las concentraciones en higado y rifidn sugiere
qgue son remanentes en la vasculatura cerebral luego del primer paso de excrecién renal
(Lefebvre et al., 2007). Sin embargo, a las 24 y 72 horas posteriores a la exposicidn se
detectaron niveles de AD en cerebro de 0.064 y 0.063 pugAD g de tejido, respectivamente.
Mientras que en higado y rifidn a las 24 horas los valores de contenido de AD fueron
significativamente mas bajos en ambos 6rganos, alcanzado un orden de magnitud menor
en rifon, esto indica el AD puede acumularse en cerebro y mantener un nivel relativamente
estable a través del tiempo existiendo asi la posibilidad de que este ejerza un efecto crénico
en tejido cerebral. Esta posibilidad se sustenta con el patrén de depuracion observado en
el presente estudio, donde la bioacumulacion del AD es mayor a las 2 horas de la exposicion
(56.75%) pero no se observan alteraciones histoldgicas en el tejido cerebral, mientras que
a las 24 horas se observo una importante disminucidn en la biodisponibilidad del AD con un
valor de 13.75% y en este tiempo es cuando se presentaron las primeras alteraciones

histoldgicas en tejido cerebral relacionadas con la exposicién al AD.

Las diferencias existentes entre los resultados del estudio de Hardy, et al. (1995), donde el
consumo del AD fue en alimento, y lo reportado para salmén (Lefebvre et al., 2007) y
anchoveta (Lefebvre et al., 2001), donde la administracion del AD por via oral fue disuelto
en agua, asi como los resultados obtenidos en el presente trabajo para totoaba, sugieren
que la matriz en la cual se encuentre el AD influye en la absorcion que pueda tener en el

tracto gastrointestinal. Estudios en simios, ratas y ratones han utilizado administracién de
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AD via oral, intraperitoneal e intravenosa y han determinado que la via oral es diez veces
menos efectivaa que otras rutas de exposicién (Iverson et al., 1990; Ramsdell, 2007). Los
resultados de Hardy, et al. (1995) sugieren que si el AD se encuentra en una matriz como el
alimento no puede ser absorbido por el tracto gastrointestinal y, por lo tanto, no alcanza el
sistema nervioso. Sin embargo, los resultados para salmdn, anchoveta y totoaba, donde el
AD se administré disuelto en agua, sugieren que esta forma de exposicion (disuelto) facilita
la absorcidn en tracto gastrointestinal lo que permite que ingrese a la circulacion sistémica

e ingrese al sistema nervioso.

Los estudios realizados para salmdén y anchoveta caracterizan la absorcién y distribucion de
la toxina en tejidos sin considerar el analisis histologico de los mismos. La evidencia
encontrada en el presente trabajo sugiere qué, aunque no se presenten alteraciones
conductuales que sean indicadoras de intoxicacidn el AD si alcanza el sistema nervioso y es
capaz de inducir alteraciones histoldgicas en cerebro, asi como en corazon. El tipo de
alteraciones histoldgicas encontradas en cerebro y corazén en las totoabas que recibieron
el tratamiento oral es similar a lo descrito para las totoabas tratadas con inyeccidn
intraperitoneal. En cerebro, se encontraron lesiones en |ébulo éptico, dadas por neuronas
en primeras etapas de necrosis oncotica y pérdida de neuropilo, mientras que en cerebelo
no se observaron alteraciones histoldgicas. Por otro lado, en corazdén las lesiones
consistieron en edema intersticial, desarreglo de fibras musculares, necrosis en miocardio
e infiltracidon de células inflamatorias. Estos resultados son similares a lo descrito por
Truelove et al. 1996 para ratas, donde se administrd por via oral una dosis de 0.5 mgAD kg
! de peso durante 64 dias y no se observaron signos de intoxicacién, sin embargo, se
reportaron alteraciones morfoldgicas en el hipocampo de los organismos entre las que se

incluye vacuolizacién de citoplasma de neuronas.

Estos resultados indican que la dosis que induce alteraciones histoldgicas es menor que la

requerida para la induccién de signos clinicos de intoxicacién, lo que sugiere que una
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exposicion cronica a dosis bajas pudiera ocasionar un efecto a largo plazo en juveniles de

totoaba.

9. CONCLUSIONES

La totoaba (Totoaba macdonaldi) es afectada por el dcido domoico (AD) al ser expuesta
tanto por via intraperitoneal como via oral. Aun cuando no se presenten alteraciones

conductuales existen alteraciones tisulares en cerebro caracteristicas del efecto por AD.

El AD atraviesa la barrera sangre-cerebro cuando es administrado por via oral.

Los resultados de histologia sugieren que el I6bulo éptico es probablemente la regién con
mayor cantidad de receptores de glutamato al ser la regiéon mas afectada. Se observé esto

independiente de la via de administracion del AD.

Aun cuando no se presenten signos neurotéxicos el AD entra en la circulacidn sistémica y

es acumulado en higado, rifidn y cerebro.
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