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RESUMEN:

El Pert cuenta con una inmensa riqueza de especies vegetales, entre ellas, Hura crepitans,
un arbol tropical de la familia Euphorbiaceae. El laboratorio PHARMA-DEV (Toulouse,
Francia) ha aislado 24 esteres de dafnanos de H. crepitans y dos de ellos, Huratoxina y
Stelleralide J, reducen en un 30% la viabilidad de la linea humana de cancer colorrectal
Caco-2, sin afectar el control. Estudios previos de otros esteres de dafnano revelaron
multiples actividades bioldgicas de estos compuestos, incluidas antitumorales.

En este trabajo se aprovechd la relevancia como modelo animal in vivo, facilidad de
manipulacion, y rapidez de desarrollo del embridn del pez cebra (Danio rerio) para
estudios toxicoldgicos e identificar los procesos biologicos afectados por Stelleralide Jy
Huratoxina. La concentracion letal media (CL50) a las 72 horas post fertilizacion (hpf)
promedio de dos lineas de peces zebra de Huratoxina es de 1.60 uM y de Stelleralide J
13.86 UM. Los embriones expuestos a altas concentraciones de ambos compuestos (2-4
UM Huratoxina, 20-50 uM Stelleralide J) presentaron dafio a las células de la envoltura
(cEVL) a las 4 hpf. Las inmunotinciones de embriones de 6 hpf revelaron la presencia de
grandes células binucleadas, fenotipo ya reportado para compuestos que afectan la
division celular. A bajas concentraciones ambos compuestos generan un retraso dosis
dependiente. En particular, se postula que para Huratoxina (1-2 puM), los efectos
tempranos en las cEVL se arrastran durante todo el desarrollo, ya que a las 48 hpf la cola
presenta bordes aserrados de la cola (tejido originado por cEVL). En cambio, para
Stelleralide J (5-10 uM), los efectos ocurren a nivel circulatorio-hematopoyético que
consisten en formacion de edema en la region caudal hematopoyética, interrupcion de
flujo en vasos sanguineos caudales y dorsales, reduccion de frecuencia cardiaco y

reduccién de nimero de neutrofilos.

Este estudio preliminar ha identificado las concentraciones de trabajo de los compuestos
y sus efectos biologicos. Los efectos bioldgicos comprenden actividades muy valoradas
para el tratamiento del cancer y otras enfermedades: la division celular y actividad

circulatoria-hematopoyeética, lo que justifica su posterior estudio en otros modelos.

Palabras clave: plantas medicinales, Hura crepitans, ésteres de dafnano, Danio rerio,

CL50, cEVL, division celular, angiogénesis.



ABSTRACT:

Plants have been extensively used for medicinal purposes. Peru is rich in plant species,
including Hura crepitans, a tropical tree from the Euphorbiaceae family.. PHARMA-
DEV Laboratory (Toulouse, France) has isolated by ultra-high potency liquid
chromatography new daphnane esters from the latex. Among them, Huratoxina and
Stelleralide J, reduce by 30% the cellular viability of caco-2 cells, a colorectal cancer cell
line, without affecting the control. Daphnane esters have been previously described as
having different biological activities which include antitumoral ones, thus there is a great

interest in exploring these compounds.

This work used zebrafish embryos (Danio rerio) to study the effect of these compounds
at organism level in aspects such as toxicology and biological activity. The lethal medium
concentration (LC50) at 72 hours post fertilization (hpf) for Huratoxina is 1.60 pM while
for Stelleralide J is 13.86 puM. The exposition of high compounds concentration (2-4 uM
Huratoxina, 20-50 uM Stelleralide J) caused damaged in the envelope cells (CEVL) at 4
hpf. Immunostaining coupled with confocal microscopy of 6 hpf embryos revealed
binucleated cells, phenomena previously reported for cellular division inhibitors. At low
concentrations, both compounds caused a concentration dependent developmental delay.
For Huratoxina (1-2 uM), cEVL damage seems to drag an effect throughout development
resulting in undulated tail borders (a tissue originated by cEVL) at 48 hpf. Differently,
Stelleralide J (5-10 uM) induces circulatory-hematopoyetic changes such as oedema
formation at the caudal hematopoietic region, caudal and dorsal vessels flow blockage,

blood flow reduction and decrease in neutrophils number.

This preliminary study has identified the working concentrations of the compounds and
biological effects important for cancer and other diseases treatment: cellular division and
circulatory effects (angiogenesis), which justifies their posterior study in more specialized

models.

Key words: medicinal plants, Hura crepitans, daphnane esters, Danio rerio, LC50,

CEVL, cellular division, angiogenesis.



I. INTRODUCCION:

1.1 Las plantas medicinales como fuentes de compuestos:

Latinoamérica es una region con mucho potencial para el estudio de las plantas
medicinales debido a que cuenta con riqueza vegetal y del conocimiento de las
comunidades nativas (Luziatelli et al, 2010). A fines del siglo pasado, el IPCB
(International Program of Co-operation for Biodiversity) incentivo el estudio de las
plantas empleadas por las comunidades indigenas peruanas. (Hamburger & Hostettmann,
1991; Aponte et al, 2008). En este siglo, las investigaciones han continuado,
especialmente dentro de la Universidad Peruana Cayetano Heredia donde se ha estudiado
la actividad de la maca y la ufia de gato extensivamente (Lozada-Requena et al, 2015;
Gonzales et al, 2008). Sin embargo, en la regién los estudios siguen siendo escasos y con
resultados variables (Gonzales & Valerio, 2006) asi como limitados a un solo uso
terapéutico (Hamburger & Hostettmann, 1991). Por lo tanto, es de interés local

incrementar el nimero de estudios en los siguientes afios.

1.1.2 Hura crepitans v las propiedades de su latex:

Este trabajo se centra en Hura crepitans, arbol conocido localmente como “catahua” 0
“jabillo”, que forma parte de la familia Euphorbiaceae y esta distribuido a lo largo del
trépico, incluida la Amazonia del Perd. Al arbol se le han atribuido propiedades
antimicrobianas, antiinflamatorias, y antihepatotdxicas (Oloyede et al, 2016).

En particular, el latex ha sido utilizado por comunidades nativas para tratar problemas
epiteliales, eliminar parasitos intestinales, y curar la elefantiasis, la lepra y la fiebre
reumatica (Francis, 1990). Esto incentivo el aislamiento y caracterizacion de compuestos
del latex. Entre los compuestos mas conocidos estan: las lectinas, la enzima proteolitica
Huraina las toxoalbiminas como la Hurina y la Crepitina, y los ésteres diterpénicos
como la Huratoxina y la hexahydroHuratoxina (Oloyede et al, 2016; Sakata et al, 1971,

Jaffé, 1943). Sin embargo, estos compuestos no fueron estudiados para fines terapéuticos.

En el 2018, el Laboratorio PHARMA-DEV (Toulouse, Francia) aislé por medio de
cromatografia liquida de ultra alto rendimiento 24 ésteres de dafnano del latex de Hura

crepitans, (Trinel et al, 2018). Posteriormente, el Institut de Recherche en Santé Digestive



(ISRD) (Toulouse, Francia) estudio la citotoxicidad de los compuestos en dos lineas de
cancer colorrectal: Caco-2 y HT29. Dos de ellos, Huratoxina y Stelleralide J, redujeron
la viabilidad de las células Caco-2 en un 25-30%, sin afectar a las células control (IEC6).
Mientras que en cultivos 3D de células Caco-2 los compuestos produjeron cambios
morfologicos y de migracion celular. Pese a los esfuerzos hechos, ain no ha sido posible
determinar el mecanismo de accion ni el blanco de estos compuestos in vitro

(comunicacion personal, Valérie Julian).

Los ésteres de dafnano son metabolitos secundarios de las plantas que presentan maltiples
actividades como antitumoral, antiviral, apoptéticas y neurotroficas (supervivencia de
neuronas) (He et al, 2002). Por ejemplo, ésteres de dafnano aislados de D. genkwa y de
D. acutiloba reducen la viabilidad de numerosas lineas de cancer (Li et al, 2013). La
Gnidimacrina, aislada de S. chamaejasme, es activa frente a lineas tumorales humanas y

también directamente en tumores de raton (Yoshida et al, 2003). .

Los usos medicinales, los estudios in vitro de los ésteres de dafnano aislados de H.
crepitans y los resultados de otros ésteres de dafnano, demuestran el potencial que tienen
estos compuestos como tratamiento de enfermedades como el cancer, y respaldan su

investigacion y desarrollo como drogas terapéuticas.

1.1 Desarrollo de drogas terapéuticas

El desarrollo de una droga inicia por el descubrimiento de su actividad y es seguido por
estudios mas precisos para determinar su potencial administracién en humanos. En la
etapa preclinica se utilizan modelos in vitro e in vivo para comprobar su actividad y
especificidad, evaluar la seguridad de la droga y si es posible, determinar su mecanismo
de accion. Una vez obtenida la informacion necesaria, se procede con los estudios clinicos
en humanos para poder finalmente obtener la aprobacién de su comercializacion (FDA,
2018).

Los modelos in vitro son de bajo costo y han mejorado con el paso del tiempo, llegando
a recrear la estructura de varios tejidos; sin embargo, los modelos animales siguen siendo
imprescindibles para comprobar el efecto fisiolégico y toxicoldgico de un compuesto
antes de probarlo en humanos (Barré-Sinoussi & Montagutelli, 2015). EI modelo de ratén

es el mas usado debido a su cercania evolutiva al humano y a su facil manipulacion. No



obstante, el uso de otros modelos como el pez cebra (Danio rerio) estd incrementando.
Este altimo representa una optimizacion en la investigacion con especies menores de

vertebrados lo que implica un menor costo y conflicto ético (Ericsson et al, 2013).

La posibilidad de multiples efectos bioldgicos de Huratoxina y Stelleralide J requiere el
uso de un modelo donde se puedan identificar y estudiar varios procesos biologicos. Por
tal motivo se empleé el modelo embrionario del pez cebra que presenta ventajas

experimentales y bioldgicas para un estudio inicial de compuestos.

1.1.2 Validacién de nuevas drogas usando el modelo embrionario del pez cebra

El pez cebra es un vertebrado con similitudes genéticas y anatémicas a los humanos. Su
genoma ha sido totalmente secuenciado y se ha hallado que el 71% de las proteinas
humanas tienen un ortdlogo en esta especie y presentan regiones funcionales semejantes,
lo que implica una gran conservacion en las vias de sefializacion (Howe et al, 2013). A
nivel anatdbmico, presenta un sistema integral de drganos, que, a pesar de haber
evolucionado para la vida acuatica, mantienen la funcionalidad, morfologia y
composicion de su contraparte humana (MacRae & Peterson, 2015). Su desarrollo
embrionario es externo y rapido: a las 24 horas post fertilizacion (hpf), el plano corporal
esta establecido, mientras que a las 72 hpf, la mayoria de 6rganos presentan pleno
funcionamiento (Kimmel et al, 1995). EIl hecho de que los embriones sean permeables y
transparentespermite visualizar el efecto de una droga en tiempo real en distintos 6rganos

y tejidos por microscopia (Parng et al, 2002).

A lo largo del desarrollo los embriones atraviesan una serie de procesos bioldgicos
esenciales para poder formar los tejidos, 6rganos y sistemas principales. Algunos de los
procesos mas importantes son la proliferacion y migracion celular, transicion epitelio
mesénquima, angiogénesis y apoptosis. Estos procesos también ocurren y son importantes
para el inicio o desarrollo de enfermedades (Terriente & Pujades, 2013). Si bien el
embrion es un organismo sano donde las células carecen de alternaciones
genéticas/epigenéticas y no se encuentran en el microambiente ligado a las enfermedades,

los mecanismos moleculares y celulares son los mismos.

En este trabajo se utilizd el modelo embrionario del pez cebra (Danio rerio) para

identificar los procesos biologicos afectados por dos ésteres de dafnano aislados de H.



crepitans. Para tal fin, se administraron los compuestos a los embriones a las 4 horas post
fertilizacion y se evaluaron la mortalidad y los fenotipos durante estadios especificos del
desarrollo, abarcando un total de 72 horas de desarrollo. Los fenotipos encontrados fueron
estudiados a profundidad por medidas fisioldgicas, inmunotinciones y el uso de lineas

transgénicas.

2. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢Cuaéles son los efectos toxicolégicos, morfoldgicos, fisioldgicos y celulares de
Huratoxina y Stelleralide J, dos ésteres de dafnano aislados de Hura crepitans, en el

desarrollo embrionario del pez cebra?

3. OBJETIVOS:
3.1 Objetivo general:

Evaluar los efectos toxicoldgicos, morfoldgicos, fisiologicos y celulares de dos ésteres de

dafnano en los tres primeros dias de desarrollo embrionario del pez cebra.

3.2 Objetivos especificos:

1. Estudiar los efectos toxicologicos y morfologicos de ambos compuestos en el
desarrollo del pez cebra.
a. Determinar la concentracion letal media (CL50).
b. Determinar los efectos morfolégicos tempranos y tardios de ambos
compuestos.
2. Profundizar el estudio de efectos morfoldgicos que causan los compuestos
usando pruebas fisioldgicas, celulares y lineas transgénicas.



4. MATERIALES Y METODOS:

4.1 MATERIALES:

4.1.1 Organismo modelo - Pez cebra (Danio rerio):

Todas las cepas de pez cebra provienen y son criadas en el bioterio del Laboratorio de
Neurobiologia del Desarrollo (LID, UPCH)

Cepa genética Descripcion

Tab5 Cepa silvestre hibrido de cruce entre la cepa AB y Tlbingen. Se
caracteriza por su buena fecundidad y ausencia de mutaciones
embrionarias letales (ZFIN, 2016).

Wild type | Cepa silvestre hibrido de cruces y retrocruces de la cepa AB y una

Konstanz (WTKN) | cepa de Konstanz, Alemania.

BACmpo::GFP Cepa transgénica que presenta fluorescencia en los neutréfilos
(granulocitos) y sus precursores (Renshaw et al, 2006).

HB9::GFP Cepa transgénica que presenta fluorescencia en el rombo-
encéfalo, neuronas motoras y en células § del pancreas (Flanagan-
Steet et al, 2005).

4.1.2 Materiales y equipos para crianza y manipulacion de peces:

Equipo Descripcion Marca
Sistema automatizado de ZebTec Active Blue ) )
) Tecniplast, Italia
acuarios Stand Alone
Tanques de apareamiento o _ ) )
ZebTec breeding tanks Tecniplast, Italia
cruces
Thermo Fisher
Incubadora 28.5°C o
Scientific, USA
Net para peces - Tecniplast, Italia




4.1.3 Materiales generales

Articulo Descripcion Marca
) o Greiner Bio-One GmbH,
Placas Petri 90 mm (pléastico) _
Alemania

Placas multipocillo

24 pocillos (4x6)

Corning Inc., USA

Tubos falcon 10y 50 mL Corning Inc., USA
) ) Greiner Bio-One GmbH,
Tubos de micro centrifuga 0.2y 1.5mL _
Alemania
) ) Greiner Bio-One GmbH,
Micropipetas P10, P20, P200, P1000 ]
Alemania
_ ) 10 pL, 20 pL, 200 pL, 1 | Greiner Bio-One GmbH,
Puntas para micropipetas _
pL Alemania
o Greiner Bio-One GmbH,
Probetas 250 mL (vidrio) _
Alemania
) 50, 250, 500 y 1000 mL | Greiner Bio-One GmbH,
Frascos laboratorio o )
(vidrio) Alemania
_ _ Greiner Bio-One GmbH,
Lamina porta y cubreobjetos - )
Alemania
) ) Greiner Bio-One GmbH,
Aguja ultrafina - )
Alemania
_ Greiner Bio-One GmbH,
Grasa solida - )
Alemania
4.1.4 Reactivos
Reactivos Especificacion Marca

Cloruro de Sodio (NaCl)

Merck KGaA, Alemania

Cloruro de potasio (KCI)

Merck KGaA, Alemania

Cloruro de calcio (CaCl2)

Merck KGaA, Alemania

Paraformaldeido (PFA)

Merck KGaA, Alemania

Buffer fosfato salino (PBS)

Merck KGaA, Alemania

Triton

Triton X - 100

Merck KGaA, Alemania




Dimetilsulfoxico (DMSO)

Merck KGaA, Alemania

Glicerol 100%

- Sigma-Aldrich, USA

Suero de cabra

- Sigma G9023, USA

Tricaina

Metanosulfonato Etil-3-

) Sigma-Aldrich, USA
aminobenzoato

DAPI

- Merck, Alemania

Faloidina (rojo lejano)

CytoPainter Phalloidin-

) Abcam, UK
iFluor 647

Anticuerpo primario B-

catenina

Anticuerpo policlonal

) _ Abcam, UK
producido en conejo

Anticuerpo primario E-

cadherina

Anticuerpo policlonal

) ) BD BIOSCIENCES
producido en raton

Anticuerpo secundario CY3

Burro anti-lgG de conejo Sigma-Aldrich, USA

Anticuerpo secundario Alexa

Fluor 488

Cabra anti-1gG de raton Sigma-Aldrich, USA

4.1.5 Soluciones

Solucién

Composicién

Medio E3 stock 60X:

300 mM NacCl, 10.2 mM KCI, 19.8 mM CaCl2y 19.8
mM MgSO4 en agua miliQ (autoclavado)

1 L de medio embrionario
1X

16.7 ml de E3 stock 60X, 12.5 uL de azul de metileno

en 1 L de agua miliQ (previamente ajustadaa pH 7y
autoclavada)

Solucion de PBS stock 10X

1.37 M NacCl, 27 mM KCI, 100 mM NazHPOQO4, 18 mM
KH2PO4 en agua miliQ (posteriormente pH ajustado a

7.4 y autoclavado)

Solucion PBS-T

0.1% de Tritén en PBS

Solucion PBS-DT

1% de Dimetilsulféxido + 0.1% de Triton en PBS

Solucion de PFA 4%

4% de Paraformaldehido en PBS

Solucion de Glicerol

25, 50 y 75% de Glicerol en PBS




Solucion de Tricaina (MS-
222) stock 4mg/mL

4 mg de Tricaina en 1.05 mL de Tris 1-M y 48.95 mL
de agua miliQ. Ajustada a pH 7.

4.1.6 Farmacos

Farmaco Especificacion Procedencia
. Compuestos aislados por | Donacion generosa de la
Huratoxina _ _
UHPLC y secados en Dra. Valérie Julien
) rotavapor de Hura (Universidad de
Stelleralide J ) )
crepitans Toulouse, Francia)
4.1.7 Hardware
Equipo Especificacion Marca
Estereomicroscopio de ) ) )
] B Stemi 508 Zeiss, Alemania
diseccion
Estereomicroscopio de ) ) )
_ Axiozoom v16 Zeiss, Alemania
fluorescencia
Microscopio confocal LSM 880 Zeiss, Alemania
Microcentrifuga MiniSpin Eppendorf, Alemania

Vortex

Fisher Scientific, USA

Ph-metro

HI 2210 Hanna Instruments, Romania

Balanza analitica

Radwag Wagi Elektronicze,

Polonia
Refrigeradora 4°C Miray, Per(
Refrigeradora -20°C Coldex, Peru
4.1.8 Software
Software Especificacion Marca
ZEN Microscope Zen 2.0.0 System Zeiss, Alemania
Adobe Photoshop CC 2015 Adobe Systems, USA
GraphPad Prism Prism 7 GraphPad Software Inc., USA

10



4.2 METODOS:

4.2.1 Plan de trabajo:

< a'
A4BMSO (contral) 0.5 M 1t 2uM M 4l laDNRO:

A il J"'YP‘V""?"‘F"‘N,. .

e ‘i { } | ) "'-:J}.; x\u\
R //" 4 hpf 6 hpf 8hpf 24 hpf 48 hpf &“

T

Estadio 64 células Observacion Estadio "protruding-mouth”
(2hpf) | (72hpf)

8 é é Efectos tempranos El Immunofluorescencia

Sobrevivencia Fenotipos

Administracion de compuestos en

medio embrionario £ \ . o 7™ El Cepas transgénicas
| e : : : y Efectos tardios (HB9::gfp, BACmpo::gfp)
T 1 P

CL50 Efectos generales

Figura 1. Esquema del plan de trabajo de la tesis. Los dibujos de los embriones fueron
obtenidas de Kimmel (Kimmel et al, 1995). Las imagenes fueron tomadas por Garcia.

4.2.2 Crianza de los peces cebra:

El bioterio del Laboratorio de Neurobiologia del Desarrollo cuenta con un sistema de
acuarios automatizados (ZebTec, Tecniplast) en dénde se cria una poblacion aproximada
de 1000 peces entre lineas silvestres y transgénicas. Los peces fueron mantenidos a
28.5°C, ph 7 y bajo luz superficial para recrear un ciclo 14 horas dia y 10 horas noche.

Su alimentacion diaria se basa en cuatro raciones de artemia (Artemia salina) y hojuelas.

4.2.3 Obtencion, recoleccién y seleccion de embriones:

El dia anterior a cada experimento, se colocd una pareja de peces en un tanque de cruce
de 1.7 litros con doble fondo (huevos caen en la parte inferior) y separacion (evitar
apareamiento) lleno con agua del ZebTec a 28 °C. El dia del experimento, a las 8:00 am
se encendieron las luces del bioterio y se removid la separacion, lo que permitié el
apareamiento de la pareja y liberacion de huevos. Los huevos fueron colocados en una
placa Petri con medio E3. Utilizando un estereomicroscopio, se seleccionaron los
embriones fertilizados y sanos para los experimentos; mientras que los embriones
dafados o no fertilizados fueron descartados. Entre 10-20 embriones fueron colocados

por pocillo en una placa de 24 pocillos con 500 pL de medio E3.

11
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4.2.4 Administracion de los compuestos:

Las soluciones stock de los compuestos fueron elaboradas disolviendo los extractos secos
obtenidos por cromatografia liquida de ultra rendimiento (Toulouse, Francia) en DMSO
al 100%, solvente también usado en las pruebas de citotoxicidad previas. Los stocks
tienen como concentracion 2000 uM (Huratoxina) y 10000 uM (Stelleralide J) y estan

almacenados a 4°C.

La OECD recomienda para las pruebas de toxicologia administrar los compuestos lo mas
temprano en el desarrollo y al menos en cinco concentraciones (OECD, 2013). Se
realizaron cinco diluciones seriales a concentracion 2X en E3-2% DMSO (excepcion de
la primera a E3 puro). Posteriormente, 500 pL de cada solucion fueron afiadidos a los
pocillos conteniendo embriones y 500 pL de E3, resultando en un volumen final de 1 mL
de E3-compuesto por pocillo y la concentracion de DMSO al 1%. Cabe resaltar que el
DMSO al 1% no resultd toxico para los embriones en experimentos preliminares de este
proyecto, otros proyectos del laboratorio y otros estudios (Maes et al, 2012). Se realizd
una Unica administracion de los compuestos al medio E3 entre el estadio 64 y 128 células
(2-2.25 hpf). Se escogid ese estadio ya es lo suficientemente tardio para garantizar que
los embriones sean viables y sin deformidades.

4.2.5 Toxicologia general:

Se realizaron experimentos preliminares para hallar un rango de concentraciones donde
se sitde la concentracién letal media (CL50), concentracién donde ocurra la mortalidad
del 50 por ciento de embriones y se presenten efectos morfoldgicos en los embriones.
Estos experimentos consistieron en 2 o 3 repeticiones con un bajo nimero muestral (n=10
embriones por tratamiento) y un amplio nimero de concentraciones (9 para Huratoxina

y 13 para Stelleralide J). Estos experimentos fueron realizados en triplicado.

Se trabajo con dos lineas silvestres, WTXN y Tab-5, para asegurar que la mortalidad y
efectos observados no se deban al trasfondo genético de los embriones. Los puntos de
observacién corresponden a estadios claves del desarrollo embrionario del pez cebra. Se
escogieron varios puntos para detectar los cambios a penas ocurran y antes de que los
embriones mueran (Driever et al, 1996). El estudio de estadios tempranos esta enfocado
en la division y migracion celular. En el estadio “sphere” (4hpf) se evaluo6 la forma y

apariencia del blastodermo, en “shield” (6hpf) la formacién del escudo embrionario y en
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“75% epiboly” (8hpf) la progresion de la epibolia (primer proceso de morfogénesis).
Mientras que en los estadios tardios se estudio el desarrollo corporal del embrion (forma
y tamafio) asi como el funcionamiento de distintos 6rganos y sistemas. En el estadio
“Prim-5" (24 hpf) se evalud la estructura del cerebro y formacion de somitas, en “long-
pec” (48 hpf) el desarrollo cardiaco y en “protruding mouth” (72 hpf) en el desarrollo
general de todos los drganos, pero especificamente el desarrollo de la cola, aletas
pectorales, 0jos y orejas (Driever et al, 1996; Haffter et al, 1996).

Las cinco concentraciones ensayadas de Huratoxina fueron 0.5, 1, 2, 3y 4 uM, mientras
que para Stelleralide J fueron 5, 10, 15, 20 y 50 puM. Las observaciones se realizaron
utilizando un estereomicroscopio (Zeiss) a 50X. En cada revision se anot6 el namero de
embriones supervivientes, muertos y con fenotipos. Ademadas, se removieron
cuidadosamente con una micropipeta los embriones muertos ya que podrian liberar
productos de degradacion toxicos que afecten la supervivencia de los demas embriones.
Se realizaron tres experimentos independientes que llegaron a un total de entre 4 a 7
repeticiones por linea (Tab-5 y WTKN, respectivamente) que comprenden al menos 10

embriones por pocillo.

4.2.5.1 Determinacién de supervivencia a distintas etapas del desarrollo y la
concentracion letal media (LC50):

Se utilizaron los criterios de la OECD para catalogar como muerto a un embridn:
presencia de coagulacion severa, ausencia de somitas, falta de salida de cola y paro de
latido cardiaco (OECD, 2013). Se hall6 la curva de supervivencia en distintos estadios y

la CL50 a las 72 hpf para ambas lineas en conjunto por cada compuesto.

4.2.5.2 Descripcion de efectos generales tempranos y tardios:

Se detectaron fenotipos especificos (conjunto de caracteristicas) que presentan los
embriones tratados frente al control (1% DMSO) durante los tres primeros dias del
desarrollo. Para cada fenotipo se anot6 el niumero de embriones que lo presentan y se
tomaron fotos representativas (1-3 embriones) usando el estereomicroscopio AxioZoom
(Zeiss). Se tuvieron como referencia los fenotipos de mutantes estudiados para cada
sistema o estadio (Articulos de la edicidn especial de Development - The Company of
Biologists dedicados al modelo en 1996, https://dev.biologists.org/content/139/22/4099).
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Para estudiar con mayor profundidad el efecto de los compuestos en el desarrollo se
realizaron medidas morfoldgicas previamente descritas para el retraso, ritmo cardiaco y
tamano del ojo (Kimmel et al, 1995; Ahmad et al, 2015). En Stelleralide J se estudiaron
embriones tratados con 5y 10 UM, mientras que para Huratoxina, embriones tratados con
1y 2 uM, tanto a las 24, 48 y 72 hpf. A las 24 hpf, los embriones fueron trasladados a
una placa Petri donde se removio el corion manualmente utilizando pinzas. En cada punto
de observacion, 10-20 embriones fueron anestesiados al ser trasladados a un pocillo con
0.016% de tricaina y acomodados de manera lateral para tomar una foto grupal (medidas
de retraso — Huratoxina y Stelleralide J) y grabar un video de 30 segundos (ritmo cardiaco
- solo Stelleralide J a las 72 hpf) a 16X utilizando el estereomicroscopio AxioZoom
(Zeiss). Finalmente, fueron lavados en E3 limpio y regresados a sus respectivos pocillos.
Se realizaron dos experimentos independientes que representan 40-45 embriones por

tratamiento.

Las mediciones de retraso y diametro del ojo se realizaron en el programa ZEN2 (Zeiss,
Alemania) a partir de las fotografias tomadas. Las mediciones de retraso son “embryo
length” (EL): distancia entre la punta del hocico hasta el fin del embrion, “head-trunk
angle” (HTA): &ngulo que forman una primera recta que pasa por el notocordo y una
segunda recta que atraviesa el ojo y la vesicula Gtica, y “otic vesicle lenght” (OVL):
namero de vesiculas dticas que caben en la distancia entre la vesicula dtica y el ojo. El
didmetro del ojo fue medido en direccion anterior-posterior. Se realizaron dos

experimentos independientes que representan 40-45 embriones por tratamiento.

El ritmo cardiaco (nimero de latidos por minuto) a las 72 hpf de los embriones tratados
con Stelleralide J fue cuantificado contando manualmente el nimero de latidos del video
de 30 segundos y multiplicando por dos. El protocolo es una adaptacion de Ahmad et al.
2015 (Ahmad et al, 2015). Se realizaron dos experimentos independientes que

representan 40-45 embriones por tratamiento.

4.2.6 Uso de cepas transgénicas para estudios en embriones tardios:

Se utilizaron las cepas HB9::GFP y BACmpo::GFP tratadas con concentraciones
subletales: Huratoxina 1-2 uM y Stelleralide J 5-10 uM y en estadios determinados
(HB9::GFP, 24 y 48 hpf; BACmpo::GFP, 48 y 72 hpf). Los estadios escogidos

corresponden a momentos especificos para el estudio del cerebro y desarrollo inmune
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(Haffter et al, 1996). Los embriones fueron fotografiados usado el estereomicroscopio de
fluorescencia AxioZoom. En el caso de los embriones de BACmpo::GFP se realizaron
tomas en el eje Z para cuantificar los neutréfilos. Mientras que los embriones de la cepa
HB9::GFP fueron fijados a 4% PFA (30 horas a 4°C) para su posterior montaje y
observacion de estructuras neuronales en el microscopio confocal. Para la cabeza
(magnificacion: 100X, intensidad: 2.0%, pinhole: 1AU = 5.5 pM, ndmero tomas: 9
(grosor total: 50 pM), tamafo: 1024x1024, rapidez: 5, promedio: 2). Para el cuerpo
(magnificacién: 200X, intensidad: 2.0%, pinhole: 1AU = 1.5 puM, ndmero tomas: 7
(grosor total: 30 uM), tamafio: 1024x1024, rapidez: 4, promedio: 2). Se realizé un solo

experimento con 20 embriones por tratamiento.

4.2.7 Tinciones de embriones tempranos (6 hpf — Shield):

Los embriones tratados (Huratoxina 4 uM; Stelleralide J 50 puM) fueron sacrificados a
las 6 hpf en hielo y fijados a 4% para formaldehido (PFA) durante 30 horas
aproximadamente a 4 °C. Se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS (remover el
PFA), tres con PBS-T y uno con PBS-DT (permeabilizar embriones). Se afiadio la
solucion de bloqueo (10% de suero de cabra en PBS-DT) a temperatura ambiente por dos
horas para luego afadir siguientes anticuerpos primarios: anti P-catenina de conejo
(1:500) y anti e-cadherina de raton (1:500). Después de 24 horas de incubacion a 4°C, se
removio el anticuerpo primario y se lavo tres veces con PBS-T. Se afadieron los
colorantes fluorescentes, DAPI (nucleo) (1:500), faloidina 647 (actina polimerizada)
(1:100), y los anticuerpos secundarios, CY3 anti-lgG de conejo y AF 488 anti-IgG de
ratén (1:1000). Se incubd de nuevo por 24 horas y se lavo tres veces en PBS-T. Se
realizaron dos tipos de montaje: entero y plano (blastodermo separado de la yema usando
pinzas de microdiseccion). Para ambos fines, se lavaron los embriones con
concentraciones crecientes de glicerol (25, 50, 75%) y fueron colocados en laminas
portaobjetos. Las fotografias fueron realizadas en el microscopio confocal LSM880
(Zeiss) usando las siguientes longitudes de onda DAPI (405 nm), Faloidina (633 nm), 3-
catenina (561 nm) y E-cadherina (488 nm) con un ancho de barrido de 0.75 um para a
800X y 120 um para 100X. Se realizé un experimento con analisis de 3-5 embriones por

condicion.
4.2.8 Anadlisis estadisticos:
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La concentracion letal media (LC50) se calculd aplicando logaritmo a las
concentraciones, normalizando los valores de supervivencia y realizando una regresion
no lineal con pendiente variable. Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk para determinar si
los datos cuentan con distribucién normal. Para determinar diferencias de los parametros
morfolégicos se realizé la prueba T-student con correccion de Welch para aquellos con
distribucion normal o de lo contrario la prueba de Mann-Whitney. Para determinar la
diferencia de areas entre células se realiz6 la prueba T-Student no apareada entre los
diferentes grupos. Todos los graficos y la estadistica fueron realizados usando el

programa Graphpad Prism 7

4.2.9 Comité de ética:

El proyecto detallado en esta propuesta ha sido aprobado por el Comité Institucional de
Etica para el Uso de Animales de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Cadigo de
inscripcion 104736, Fecha de validez: 28/08/2019-27/08/2020).
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5. RESULTADOS:

En primer lugar, se realizaron experimentos preliminares con menos embriones (10
embriones) mezclados de dos cepas silvestres (WTXN y Tab-5), en donde se cuantificé la
supervivencia a una amplia gama de concentraciones de ambos compuestos (Anexo 1, A-
B). A partir de ello, se determin0 el rango de concentraciones de trabajo: 0.5-4 uM para
Huratoxina y 5-50 uM para Stelleralide J. Dentro de estas cinco concentraciones, la
maxima ocasiona 100% de mortalidad, mientras que la minima un fenotipo normal, tal
como lo recomienda la OECD (OECD, 2013).

5.1 Supervivencia de embriones y dosis letal media:

En los experimentos oficiales se emplearon ambas cepas de manera independiente para
asegurar que los efectos toxicoldgicos no estén ligados a un trasfondo genético particular
y un mayor nimero muestral (20 embriones por pocillo por tratamiento) para aumentar
la rigidez estadistica. Se registrd la supervivencia acumulada y las causas de muerte de
los embriones expuestos a concentraciones crecientes de compuestos y en varios estadios
del desarrollo (de 4 a 72 hpf).

La toxicidad de los compuestos es dosis y tiempo dependiente. A concentraciones altas
(3-4 uM Huratoxina, 50 uM Stelleralide J) la mayoria de embriones muere durante el
primer dia de desarrollo, y los restantes a las 48hpf. Las causas de muerte mas comunes
son: el desprendimiento total de blastodermo (capa de células que dan origen a todo el
embrion) a las 6 y 8 hpf, o por ausencia de cola a las 24 hpf. Mientras que, a
concentraciones intermedias (1-2 pM Huratoxina, 10-20 pM Stelleralide J) mueren
menos embriones y de manera gradual durante los tres dias por paro del latido cardiaco.
Finalmente, a concentraciones menores de 0.5 uM Huratoxina y 5 uM Stelleralide J no
se observa mortalidad, ni tampoco efectos morfologicos (mostrado luego) (Fig. 1 A, B,
E).

Se calculo la concentracion letal media (CL50) para ambos compuestos usando los datos
de supervivencia a las 72 hpf de ambas cepas. La CL50 de Huratoxina es 1.60 uM,
promediando los resultados de ambas cepas (2,07 pM, WT*N y 0,99 uM, Tab-5).
Mientras que la CL50 a las 72hpf de Stelleralide J es 13.86 pM (15.74 uM, WT*Ny 12.08
MM, Tab-5) (Fig. 1 C, D). Stelleralide J presenta una LC50 ocho veces mas alta que

Huratoxina, es decir se requiere una mayor cantidad de compuesto para causar
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mortalidad, y por lo tanto es menos tdxica. Ademas, cabe resaltar que hay una diferencia

en la susceptibilidad de las cepas, siendo los embriones de la cepa Tab-5 mas sensibles.
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Figura 1. Supervivencia embriones después de una Unica administracion de distintas concentraciones de
los compuestos a las 2-2.5 hpf. A-B) Curva de supervivencia de la combinacién de embriones de la cepa Tab-
5y WTKN durante los primeros 3 dias del desarrollo (0, 4, 6, 8, 24, 48 y 72 horas post fertilizacién (hpf). C-D)
Supervivencia de embriones de las cepas WTXN, Tab-5 y combinada a las 72 horas post fertilizacion (hpf). El
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calculo de la CL50 fue realizado en GraphPad Prism (ver metodologia, 4.2.8, andlisis estadisticos) E)
Embriones muertos: Stelleralide J (6 hpfy 24 hpf — 50 uM, 30 hpf — 20 uM), Huratoxina (6 hpf — 8 uM, 24
hpf — 4 uM, 48 hpf — 3 uM), en comparacidon con el control. Escala 200 um. Se realizaron tres experimentos
que representan 4-7 repeticiones, el nimero de embriones esta indicado al costado de cada tratamiento.

5.2 Efectos generales en lineas silvestres

Aprovechando la transparencia de los embriones de pez cebra y su rapido desarrollo
embrionario, se realizaron observaciones morfologicas en estadios claves del desarrollo
usando un estereomicroscopio de campo claro (ver metodologia). Se utilizaron las
mismas cinco concentraciones y dos cepas que en los experimentos de toxicologia. Se
tomaron fotos representativas de los fenotipos observados y cuantificd su frecuencia

(porcentaje de embriones).

5.2.1 Efectos tempranos:

Los efectos tempranos solo se observaron a altas concentraciones de ambos compuestos
(2-4 uM Huratoxina, 20-50 pM Stelleralide J), siendo mas frecuentes e intensos en las
concentraciones mas altas (4 UM Huratoxina y 50 uM Stelleralide J) (Fig. 2y 3).

Los efectos morfoldgicos fueron detectados desde el primer punto de observacion, dos
horas después de la adicion de las drogas, es decir a las 4 horas de desarrollo. A mayor
concentracion ocurren con mayor intensidad y frecuencia. A las 4 hpf, ambos compuestos
causan una alteracion en el blastodermo, cimulo de células sobre la yema del embridn.
Especificamente, se observo el desprendimiento de las células de la superficie, conocidas
como las células de la envoltura (CEVL) que se ha catalogado como “dafio superficial”
(38% 2 uM, 61% 4 uM Huratoxina, 60% 50 uM Stelleralide J). Mientras que algunos
embriones (29%) tratados con 4 uM Huratoxina presentan dafio adicional en las células
profundas del blastodermo, referido como “dafio moderado” (Fig. 2 A-D, Fig. 3 A-C). A
las 6 hpf, ambos compuestos afectan la epibolia, primer gran movimiento de células, al
retrasar la formacion del escudo embrionario (region inductora de la parte dorsal del
embrion) y deformacion del blastodermo. Este retraso se mantiene ya que los embriones
tratados presentan una menor progresion de la epibolia (menor area de blastodermo cubre
la yema) con respecto al control a las 8 hpf (45% 2uM, 83% 4 yuM Huratoxina, 29% 20
UMy 92% 50 uM Stelleralide J) (Fig. 2 E-, Fig. 3 D-1).
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Finalmente, a las 24 hpf, el 100% de embriones tratados con 20 uM de Stelleralide J
presentan cambios morfoldgicos: dafio en la cola y la extension de la yema. A las 48 hpf
para el desarrollo y muere la mayoria (Fig. 3 J-L). Ya que las cEVL juegan un papel en
la epibolia, al estar unidas al blastodermo migrante; asi como en la formacién de la cola,
al constituir el peridermis (van Eeden et al, 1996), es muy posible que el dafio ocasionado

tempranamente en las CEVL sea la causa de la mayoria de fenotipos observados.
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Figura 2: Efectos generales tempranos (4-8 hpf) Huratoxina: lzquierda: Fotografias representativas de los fenotipos observados en los embriones tratados
con 1% DMSO (control), 2 y 4 uM de Huratoxina. B: Blastodermo, Y: Yema, S: “Shield”. Los porcentajes (G-1) denotan la progresion de la epibolia. Los
asteriscos marcan las diferencias de los embriones tratados respecto al control. Derecha: Porcentaje de los distintos fenotipos observados, los ndmeros entre
paréntesis corresponden al nimero de individuos que presentaron el fenotipo sobre el total de embriones observados. Al costado de cada fenotipo esta indicado
a que fotografia corresponde. Se realizaron tres experimentos que representan 4-7 repeticiones y 80-220 embriones por tratamiento.
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Figura 3: Efectos generales tempranos (4-24 hpf) Stelleralide J: Izquierda: Fotografias representativas de los fenotipos observados en los embriones tratados
con 1% DMSO (control), 20 y 50 uM de Stelleralide J. B: Blastodermo, Y: Yema, S: “Shield”, O: Ojo, So: somites, T: cola. Los porcentajes (G-1) denotan la
progresion de la epibolia. Los asteriscos marcan las diferencias de los embriones tratados respecto al control. Derecha: Porcentaje de los distintos fenotipos
observados, los nimeros entre paréntesis corresponden al nimero de individuos que presentaron el fenotipo sobre el total de embriones observados. Al costado de
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5.2.2 Efectos generales tardios

Como se menciond anteriormente, a las 24 hpf la mayoria de los embriones tratados con
concentraciones altas de ambos compuestos mueren, en cambio, los embriones tratados
con bajas concentraciones, aquellas cercanas 0 menores a la concentracion letal media,

empiezan a mostrar cambios morfologicos visibles por microscopia de campo claro.

Aquellos tratados con Huratoxina presentan bordes aserrados en la cola (en vez de lisos
como el control) a partir de las 48 hpf tanto a 1 uM como 2 uM (Fig. 4 F). A las 72 hpf,
a parte del dafio en la cola presentan edema en la yema y reducido uso de las aletas
pectorales en el nado el 14% de embriones a 1 pM y 68% a 2 uM (Fig. 4 H-I). Este
fenotipo guarda relacion con el observado en etapas tempranas, ya que el borde de la cola,
o la peridermis, esta formada por las células superficiales del embrién (CEVL) que a altas

concentraciones se ven afectadas tempranamente.

Por otro lado, aquellos expuestos a 10 uM de Stelleralide J presentan problemas cardiacos
a partir de las 48 hpf. En este estadio, el 75% de los embriones presenta un edema en la
zona ventral de la cola que coincide con la region caudal hematopoyeética y el plexo de la
vena caudal. Ademas, el flujo sanguineo se detiene en esa region en vez de continuar
hacia la parte posterior del embrién (Fig. 5 F). Posteriormente, a las 72 hpf, se mantiene
la interrupcion del flujo sanguineo tanto en la zona caudal como en la zona dorsal (escaso
flujo por los vasos intersegméntales que irrigan la zona dorsal del embrién) y un
ensanchamiento del pericardio, tejido del corazon (Fig. 5 I, L, M). Este fenotipo no
guarda relacion evidente con el dafio a las cEVL observado en etapas tempranas.

Mostrando por primera vez una diferencia en los efectos de ambos compuestos.

Asimismo, los embriones presentan un retraso en el desarrollo. Particularmente a 2 uM
de Huratoxina el retraso ha sido arrastrado de estadios previos, mientras que a 1 uM
Huratoxina y 10 uM Stelleralide J recién se hace evidente a las 24 hpf. Consideramos
importante estudiar el retraso para interpretar correctamente los cambios morfolégicos en
los embriones. Para dicho fin se emplearon medidas estandarizadas para este modelo (Ver
metodologia, Fig. 6 C). El retraso es dosis dependiente ya que, a mayor concentracion,
mayor diferencia en los valores y mayor significancia estadistica en todas las variables

frente al control. Por ejemplo, hay diferencia mas significativa a 2 uM que a 1 pM
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Huratoxina frente al control en todas las variables (Fig. 6 A-B). Estos resultados
demuestran que si se presenta retraso, y que no es producto de fendmenos independientes
como reduccion en la longitud del embrion (EL), falla en la formacion de los ejes (HTA)
o desarrollo a nivel 6tico (OVL), como si se ha reportado anteriormente (Hoeksma et al,
2019)

También se realizaron otras medidas como el didmetro de los ojos y el ritmo cardiaco. El
didmetro de los ojos es una medida craneo-facial que permite estudiar el desarrollo
neuronal (Nishimura et al, 2016). Los embriones tratados con 1-2 uM Huratoxina y 10
UM Stelleralide J presentaron una reduccion del diametro con respecto al control (Fig. 6
D). Mientras que la medicion del ritmo cardiaco (solo en Stelleralide J) buscaba
comprobar si la obstruccion del flujo en la vena caudal y vasos intersegméntales esta
afectando el funcionamiento del corazon. Los embriones tratados con 5 uM (132+13
latidos por minuto, Ipm) y a 10 uM (123£14 Imp), muestran una reduccion signficativa
frente a los embriones control (144+10 Imp) (Fig. 6 E). Estudios posteriores del sistema

nervioso como el cardiaco son necesarios para confirmar el efecto.
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Figura 4: Efectos generales tardios (24-72 hpf) Huratoxina:. A-l) Fotografias representativas de los fenotipos observados en los embriones tratados con 1%
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Porcentaje de embriones con fenotipo cola (bordes aserrados). Se realizaron tres experimentos que representan 4-7 repeticiones y 80-220 embriones por tratamiento.
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Figura 5: Efectos generales tardios (24-72 hpf) Stelleralide J: A-1) Fotografias representativas de los fenotipos observados en los embriones tratados con 1%
DMSO (control), 5y 10 uM de Stelleralide J. T: Cola, H: corazon. J-M) Acercamiento de la zona anterior y posterior del embrion. Jy L) El &rea del tejido pericardico
esta marcado en rojo. Ky M) En rojo se sefialan las arterias y en azul las venas. CA: arteria caudal, CV: vena caudal, ISV: vasos Inter segméntales. N) Porcentaje de
embriones con fenotipo cardiaco (ensanchamiento de tejido pericardico e interrupcion del flujo sanguineo). Se realizaron tres experimentos que representan 4-7
repeticiones y 80-220 embriones por tratamiento. Se realizaron tres experimentos que representan 4-7 repeticiones y 80-220 embriones por tratamiento.
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paréntesis).. Tratamiento estadistico: Prueba de Mann-Whitney. C) Imagen de embrién a 48 hpf donde se sefialan las tres medidas de retraso y diametro del ojo,
modificada de (Kimmel et al, 1995). D) Diametro del ojo a las 72 hpf de los embriones tratados con ambos compuestos (dos experimentos, n=28-29). Tratamiento
Estadistico: Prueba T-Student no apareada E) Frecuencia cardiaca a las 72 hpf de embriones tratados con Stelleralide J (dos experimentos, n=28-29). Tratamiento
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5.3 Efectos especificos tempranos estudiados por inmunotinciones:

Los embriones tratados a altas concentraciones de los compuestos presentaron retraso en
el desarrollo (ausencia escudo embrionario y menor progresion de epibolia) y deformidad
en el blastodermo a las 6 y 8 hpf, mientras que los embriones tratados a bajas
concentraciones de Huratoxina, dafo en la cola a partir de las 48 hpf. Si bien es cierto el
retraso del desarrollo podria deberse a una reduccion en la migracion celular, es mas
probable que la causa sea aun mas temprana y este siendo arrastrada a lo largo del
desarrollo. El efecto morfologico observado mas tempranamente fue el desprendimiento

de las células de la envoltura (CEVL) a las 4hpf.

Los cambios en las cEVL mas reportados en la literatura cientifica ocurren a nivel de
diferenciacion, apoptosis, division celular y uniones intercelulares (Lepage et al, 2014).
En esta investigacion se decidié investigar los cambios a nivel de uniones intercelulares
debido al desprendimiento de células y la deformidad del blastodermo durante la epibolia,
sin detectar un menor nimero o tamafio de células en las observaciones a campo claro.
Para probar dicha hipotesis, se realizaron tinciones tanto para observar a mayor detalle la
morfologia de las cEVL (actina, componente del citoesqueleto y el nucleo); asi como
componentes de las uniones adherentes, B-catenina y e-cadherina. Se trabajé con
embriones de 6 hpf en plena epibolia y tratados con altas concentraciones de compuestos
para que el efecto sea evidente, no obstante, el objetivo a largo plazo es trabajar con
concentraciones por debajo de la dosis letal media.

Los embriones enteros control y tratados con 50 uM Stelleralide J presentan un patrén de
células ordenado (Fig. 7 A, C), mientras que un desordenamiento del blastodermo se
evidencia en aquellos tratados con 4 uM Huratoxina (Fig. 7 B). Ambos compuestos
producen retraso, fenémeno ya reportado previamente (Fig. 7 A-C). Al observar los
embriones a 800X, los embriones control presentan células rectangulares con nucleos
circulares. En cambio, los embriones tratados presentan dos poblaciones de células: : a)
pequefias con forma regular y mononucleadas y, b) células grandes con forma irregular y
binucleadas (Fig. 7 D-F). El area de las células multinucleadas es el doble de las
uninucleadas, posible indicio de una fusion celular. Mientras que el &rea de las células

control es intermedia entre ambos (Fig. 7 G).

28



DAPI - Falloidina 644 DAPI E - cadherina B - catenina Merge
2500

2000

Control
%)

-
o
=}
=}
l
o

100 1t
SR

Area (um

s

[=]
o o
| 1

Q

-
-

500 -

=

=

<t

1 1 1
(2]

£ S S &N
M OO»I R % %\ % %~
w® 2 WY o 00/
S

=]

b= =

100 i
L

Stelleralide J - 50 uM

100 p
—

Figura 7. Tinciones de embriones a 6 hpf tratados con Huratoxina y Stelleralide J observados en el microscopio confocal. Los embriones de 6 hpf tratados con 4
MM Huratoxina, 50 uM Stelleralide J o control (1% DMSO) fijados y tefiidos con DAPI-azul (nicleo), Faloidina 647-celeste (actina), CY3-rojo (B-catenina) y AF488-
verde (E-cadherina). A-C: embriones “whole-mount” tefiidos con DAPI y faloidina a 100X, la flecha sefiala la progresion del blastodermo, D-F: blastodermo montado
en “flat-mount” donde se ven las CEVL a 800X, los asteriscos sefialan células multinucleadas. G) Area de las células, en donde N: normales, MN: multinucleadas.
Tratamiento estadistico:Prueba de T Student no pareada entre cada condicidn. Se realiz6 un experimento con 3-5 embriones y 16-19 células medidas por tratamiento.
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5.4 Efectos especificos tardios por medio de lineas transgénicas HB9::GFP y
BACmpo::GFP

A pesar de la transparencia de los embriones, el uso de un estereomicroscopio tiene
limitaciones en la deteccion de cambios morfoldgicos. Se recomienda utilizar lineas
fluorescentes para explorar efectos menos evidentes de los compuestos (Haffter et al,
1996). Los embriones tratados con ambos compuestos presentan reduccion del diametro
del ojo. Para comprobar que esto implica un efecto a nivel neuronal se utilizé la linea
HB9::GFP, en donde las neuronas expresan la proteina verde fluorescente, mientras que
para estudiar los efectos en el sistema inmune, y determinar si los compuestos estan
afectando la produccion de células inmunes en la region caudal hematopoyética, se utilizd

la linea BACmpo::GFP, en donde los neutrdfilos son verde fluorescente.

551 HB9::GFP

Los embriones de la cepa HB9::GFP tratados con ambos compuestos no presentaron
cambios en el patron o intensidad de fluorescencia en el cerebro (rombo-encéfalo),
neuronas motoras, y pancreas; incluso tras la inspeccién en el microscopio confocal (Fig.

8). Estos resultados descartan un posible efecto en el sistema nervioso.

5.5.2 BACmpo::GFP

En los embriones de la cepa BACmpo::GFP, el tratamiento con 1 y 2 uM Huratoxina
ocasiond migracion de neutrofilos alrededor de todo el cuerpo y en particular la cabeza y
cola, en vez de solo concentrarse en la region rostral (RBI) y caudal hematopoyética
(CHT) como sucede en los controles (Fig. 9. A’-D’,F’-I’). En cambio, los embriones
tratados con 10 uM Stelleralide J presentan un menor nimero de neutrdfilos (24
neutrdfilos a las 48 hpfy 39 a las 72 hpf)(n=5) con respecto al control (71 a las 48 hpfy
103 a las 72 hpf) (n=5) o lo esperado para esos estadios (Renshaw et al, 2006)(Fig. 9 E’,
J”). Puede que esta reduccion esté relacionada al retraso en el desarrollo que presentan

los embriones, sea un efecto especifico en la region caudal hematopoyética o0 ambos.

Por altimo, los embriones transgénicos son mas sensibles, especificamente la linea
BACmpo. Los embriones tratados con Stelleralide J a 10 uM a las 72 hpf presentan
fenotipo mas severo y menor supervivencia que los silvestres a esta misma concentracion

(75% BACmpo::GFP, 85% silvestres).
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Figura 8. Embriones de la linea transgénica HB9::GFP tratados con Huratoxina y Stelleralide J. Los embriones fueron tratados con Huratoxina 1-2 uM y
Stelleralide J 5-10 uM a las 2-2.25 hpf y se reviso el patrén de fluorescencia a las 24 y 48 hpf. Fotos de embriones vivos anestesiados en estereomicroscopio de
fluorescencia AxioZoom,campo claro (A-C, D-F) y GFP (A’-C’, D’-F’). (A”>-C”°, D”’-F”’): Fotos de embriones fijados en el microscopio confocal. R:
romboencéfalo, P: pancreas, NM: neuronas motoras. Se realizd un solo experimento con 20 embriones por tratamiento .
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Figura 9. Embriones de la linea transgénica BACmpo::GFP tratados con Huratoxina y Stelleralide J. Los embriones fueron tratados con Huratoxina 1-2 uM y
Stelleralide J 5-10 uM a las 2-2.25 hpf'y se revisé el patron de fluorescencia a las 48 y 72 hpf. Fotos de embriones vivos anestesiados en estereomicroscopio de fluorescencia
AxioZoom, campo claro (A-J) y GFP (A’-J”). CHT: “caudal hematopoietic tissue” — tejido caudal hematopoyético, RBI: “rostral blood island” — isla de sangre rostral. Los
asteriscos sefialan las diferencias con respecto al control. Se realiz6é un solo experimento con 20 embriones por tratamiento .
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5 DISCUSION:

En esta investigacion se pudo determinar la concentracion letal media, efectos
morfologicos generales y especificos tempranos y tardios, asi como efectos fisioldgicos
y célulares de dos ésteres de dafhano aislados de H. crepitans en el modelo embrionario
del pez cebra. Informacién que servird como punto de inicio para futuras investigaciones

de estos compuestos en este u otros modelos.

Es la primera investigacion en probar esteres de dafnano en este modelo, y una de las
investigaciones iniciales usando este modelo para el estudio de compuestos en el Per.
Esto representa una ampliacion en el repertorio de modelos animales manejados a nivel
nacional para fines experimentales, asi como una iniciativa de incrementar el estudio de
las plantas medicinales peruanas que, como se menciond anteriormente, hay riqueza en

cantidad, pero pobreza en estudios.

) La supervivencia de embriones y la concentracion letal media:

La concentracion letal media (CL50) es usada internacionalmente para evaluar la
toxicidad de los compuestos a través de la medicion de un parametro cuantificable: la
muerte. Es importante obtener una CL50 precisa y reproducible ya que este valor va a ser
usado en las experimentaciones futuras con un modelo y puede ser tomado en cuenta para
los estudios clinicos en humanos. Sin embargo, muchos estudios reportan CL50 muy
variables, como aquellos para el PMA, un compuesto quimicamente similar a los esteres
de dafnano (Hrubik et al, 2016; Liu et al, 2018; Davis et al, 2011). Para tal fin, se decidi6
respetar los criterios de la OECD para las pruebas de toxicidad aguda: el numero y la
distancia entre, el nimero y calidad de los embriones y los criterios de muerte (OECD,
2013). Ademas, se adicion6 el uso dos cepas de peces silvestres para tener un repertorio
variado de sensibilidad. Prueba de ello fue lograr visualizar la relacién directamente
proporcional que guardan la concentracion y mortalidad a través del tiempo, tal como ha

sido reportada en otros estudios (Li et al, 2018; Bakkiyanathan et al, 2012).

En este estudio la CL50 a las 72 hpf es de 1.60 uM (0.93 pg/mL) para Huratoxina 'y 13.86
MM (8.60 pg/mL) para Stelleralide J. Ahora que se han identificado los procesos
bioldgicos afectados, en un futuro se priorizara el uso de concentraciones mas bajas que

la CL50 para evitar la muerte celular.
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Los estudios previos de citotoxicidad in vitro con la linea de CRC Caco-2 dieron una
concentracion inhibitoria media (C150) de 4.51 pg/mL (7.72 uM) para Huratoxina y 8.30
pg/mL (13.38 uM) para Stelleralide J. La CL50 y la CI50 guardan relacion entre los
compuestos. A pesar de ser estructuralmente semejantes, Huratoxina es mas toxica tanto
in vitro como in vivo. Es decir, posiblemente en el caso de administracion a otras especies
0 humanos se deberia ser menor la dosis administrada de Huratoxina que Stelleralide J.
Sin embargo, estudios realizados por nuestros colaboradores durante el transcurso de la
tesis, revelaron que Stelleralide J no presenta poder citotdxico mientras que Huratoxina
inhibe el crecimiento a un 30% en las células de Caco-2 (Trinel et al, 2020). Sin embargo,
puede que no se hayan observado efectos debido a una misma concentracion administrada
cuando Stelleralide J requiere de concentraciones méas altas para mostrar un efecto.
Ademas, cabe resaltar que estos experimentos solo han sido realizados en una linea de
cancer especifica. El hecho que efectos morfologicos, fisioldgicos y celulares, que seran
discutidos posteriormente, hayan sido encontrados para esta molécula, promueven su

futuro estudio.

Estudios de toxicidad aguda (exposicion de 24 horas) de drogas anticancerigenas en
desarrollo clinico (Taxol, Talidomida, Acido gambogico, etc.) en este modelo arrojaron
CL50 entre 0.4 y 55 uM a las 96 hpf (Gao et al, 2014). A pesar de que la administracion
es mas temprana y prolongada, y los puntos de evaluacion son diferentes, la LC50 de
ambos compuestos esta comprendida en el rango de drogas ya probadas en humanos, lo
que sugiere la viabilidad de administracion en humanos. Aun falta determinar la dosis
efectiva, es decir concentracion a la cual se obtiene el efecto deseado, la cual deberia ser

lo suficientemente menor a la dosis letal media para evitar efectos indeseados.

En el futuro se deberd tomar en cuenta la absorcion de estos compuestos por los
embriones. En este estudio las diluciones seriadas del farmaco fueron administradas en el
medio embrionario a las 2-2.5 hpf sin recambio (sistema estatico) durante los tres dias de
observacion debido a la escasez de compuestos (estos fueron aislados en Francia y
transportados a Per(). Lo ideal hubiera sido medir la concentracion del quimico en el
medio usando un espectrometro de masas, al menos en la concentracion mas alta y baja,
al inicio y fin del estudio. Si es que la concentracion cambia, sus efectos deberian ser
expresados en relacion con la nueva concentracion. Si es que la concentracion varia

considerablemente (por ejemplo, mitad) se deberia optar por renovar la solucion o por un
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sistema de distribucion continua por flujo (OECD, 2013). También dado que los
compuestos son apolares existe la posibilidad que no sean totalmente absorbidos por el
embrion. De ser cierto eso, seria recomendable usar un tipo de administracion directa
como es la microinyeccién en la yema o en las células (Michiels et al, 2019; Kim et al,
2015).

i) Los estudios morfologicos:

Ha sido conveniente la observacion de los embriones en distintas etapas del desarrollo
para identificar tempranamente los fenotipos antes de que terminen en muerte por
coagulacion (Haffter et al, 1996). En este estudio en particular, se escogieron estadios
especificos por su relevancia bioldgica para obtener pistas sobre los procesos biolégicos
blancos de los compuestos, asi como su temporalidad. Esto ha sido Gtil para caracterizar
efectos como el dafio a las células de la EVL a las 4 hpf, aserramiento en los bordes de la
cola (Huratoxina) y aparicion de edema acompafado de interrupcion de flujo y reduccién
de frecuencia cardiaca (Stelleralide) que aparecen a partir de las 48 hpf. Finalmente, la
variedad de fenotipos presentados en distintos sistemas (cardiaco, epitelial,
hematopoyético) confirma que el modelo de pez cebra es ideal para el estudio de
compuestos a nivel de organismo, y a su vez apropiado para estudiar mecanismos a nivel

celular, como la aparicion de células multinucleadas.
El desprendimiento de las cEVL y los efectos morfoldgicos tempranos y tardios.

Las células de la envoltura (cEVL) derivan de blastdmeros, células que componen la
blastula, externos que cubren a todas las células profundas del embrién. A las 4 hpf, se
restringe su linaje y su ciclo celular se alarga (Fukazawa et al, 2010).En las préximas
horas de desarrollo juegan un rol importante en la epibolia, primer evento morfogenético
(formacion corporal) del pez cebra. Durante la epibolia, la matriz de actiomiosina jala al
sincitio de la yema, a las CEVL y a las células profundas; resultando en un movimiento
coordinado que hara que todo el blastodermo cubra a la yema (Lepage et al, 2014). En
particular las cEVL se aplanan, relocalizan y atraviesan al menos una divisién celular en
el plano animal-vegetal (arriba-abajo) para poder cubrir de manera eficaz la yema y
reducir la tension generada en ambos polos (Campinho et al, 2013). Posteriormente, las
CEVL van a formar la capa externa de la epidermis, conocida como la peridermis, que

recubre todo el embridn, incluyendo la cola y las aletas (Fukazawa et al, 2010).
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Los embriones tratados con ambos compuestos muestran desprendimiento de las células
de la envoltura acompariado de retraso durante todo en desarrollo, tanto a bajas como
altas concentraciones. A altas concentraciones los efectos se manifiestan durante las
primeras 24 horas de desarrollo en forma de desprendimiento de cEVL, deformidad en
blastodermo, retraso en el desarrollo y dafio en la cola, los cuales finalizan en muerte
embrionaria. A bajas concentraciones solo de Huratoxina, se observan efectos en la cola
y en las aletas, tejidos compuestos de peridermis. El fenotipo de desprendimiento celular
guarda relacion con aquel observado para el extracto crudo del latex de H. crepitans que
induce la disgregacion de los esferoides de la linea de CRC HT29 (comunicacién

personal, Claire Racaud-Sultan).

Para estudiar a mas a fondo la morfologia celular de las cEVL, células afectadas
tempranamente, pero cuya alteracion posiblemente resulta en los fenotipos descritos a lo
largo del desarrollo, se realizaron inmunotinciones de moléculas de adhesion celular,
citoesqueleto y nucleo de embriones de 6 hpf. En embriones tratados por ambos
compuestos, las CEVL presentan dos fenotipos: células grandes deformes multinucleadas,

mientras otras pequefias con forma regular y mononucleadas.

La fusion podria explicar la presencia de dos nucleos y el mayor tamafio de células. Este
fenotipo ha sido reportado previamente para embriones tratados con inhibidores de
division (Aphidicolina 150 pM e Hydroxyurea 20-30 nM) donde las cEVL se fusionan
para aliviar la tension superficial entre ambos polos (Campinho et al, 2013). A nivel
fisiologico, los embriones presentan dafio a nivel epitelial y menor tamafio a las 24 hpf
(Zhang et al, 2008). Tanto el fenotipo celular como morfologico del tratamiento con
Huratoxina y Stelleralide J coincide con el observado para estos inhibidores de division,

indicando un posible mecanismo comun.

La inhibicion de la division ha sido reportada por el equipo de PHARMA-DEV en
Toulouse en paralelo mientras se llevaba a cabo este proyecto de investigacion. Usando
una linea caco-2 reportera para las distintas fases del ciclo celular se encontrd que
Huratoxina causa un arresto en la fase G1 (Trinel et al, 2020). Del mismo modo la
Grindamicrina detiene la division celular en G1 mediante la inhibicion de la quinasa
dependiente de ciclina 2 (cdk?2) lo que desencadena la muerte celular o apoptosis (Yoshida
et al, 2003). Existe un interés en el desarrollo de inhibidores de cdks ya que han mostrado

tener un efecto gran terapéutico en pacientes con cancer y reducidos efectos secundarios
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(Dickson & Schwartz, 2009). Sin embargo, aun queda probar si Huratoxina, asi como
Stelleralide J, causan un bloqueo del ciclo celular a través del mismo mecanismo que la

Grindamicrina.

Si bien los resultados in vitro e investigaciones de otros esteres de dafnano, respaldan la
hipétesis de inhibicion del ciclo celular en las cEVL del modelo embrionario del pez
cebra, los resultados siguen siendo preliminares. Es necesario realizar mas repeticiones
de las tinciones donde se cuantifique el tamafio y nimero de células. Para caracterizar
mejor el fendmeno de inhibicion del ciclo celular y posterior fusion celular, se podria
adicionar: observar las células profundas para determinar la especificidad espacial y de
tipo celular de los compuestos, estudiar mas estadios del desarrollo para estudiar la
temporalidad del efecto, asi como emplear concentraciones mas bajas para ver si el efecto
a nivel celular aparece en etapas tempranas a pesar de carencia de efecto fisioldgico
evidente. Para comprobar el efecto en la division celular se pueden realizar tinciones anti-
PHH3, marcador de proliferacion, que se espera que se encuentre menos expresado en los
embriones tratados, mientras para la apoptosis tinciones con naranja de acridina o
anticuerpos anti-caspasa-3. Para confirmar si hay un bloqueo en el ciclo celular se puede
realizar estudio del ciclo celular con un marcaje con ioduro de propidio, que es méas
predominante en las células con mas ADN como aquellas en fase S. Luego se puede
explorar el mecanismo de accion enfocandose en cdk2, blanco reportado para la

Grindamicrina, a través del uso de inhibidores o técnicas de silenciamiento genético.
El fenotipo cardiaco en Stelleralide J:

El sistema cardiaco en el pez cebra se desarrolla a partir de angioblastos. A las 22 hpf
ocurre la vasculogénesis, en la cual los angioblastos migran y se unen formando tres vasos
principales: la aorta dorsal, la vena cardinal y los vasos craneales, generando asi un
circuito simple, pero funcional. Posteriormente, a las 30 hpf, empieza la angiogénesis
donde se forman los vasos intersegméntales que irrigan la parte dorsal y el plexo venoso

caudal que irriga la zona posterior del embrion (Gore et al, 2012; Isogai et al, 2001).

A las 48 hpf los embriones tratados con 10 uM de Stelleralide J presentan un edema en
la region del plexo venoso caudal (formado por angiogénesis) acompafiado de una
obstruccion del flujo sanguineo hacia la parte posterior del embridn, menor circulacion

en los vasos intersegméntales, asi como una reduccion en la frecuencia cardiaca. Si bien
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los embriones tratados con Huratoxina (1-2 uM) presentan ligeros edema pericardico,
este ha sido considerado inespecifico y sera discutidos posteriormente. Estos resultados
sugieren que la angiogénesis, mas no la vasculogénesis, esté siendo alterada; ya que solo
los vasos secundarios estan siendo afectados. Sin embargo, se desconoce si los vasos
estan formados y hay una obstruccion de flujo sanguineo o de lo contrario si hay un
defecto en las células endoteliales (derivadas de angioblastos). Para tal fin, podria ser
utilizada la linea transgénica flil::gfp, que marca las células endoteliales de los vasos
sanguineos, usada en caracterizar la red vascular en este modelo (Chavez et al, 2016). A
pesar de que el origen de falta de flujo es desconocido, se sabe que el funcionamiento del
corazon esta siendo alterado ya que hay una disminucion significativa de la frecuencia

cardiaca.

Es de gran interés en el estudio de fenotipos cardiacos ya que la vasculogénesis y
angiogénesis cumplen un rol importante en contexto fisiolégico (desarrollo y
regeneracion) y patoldgico (cancer y artritis)(Bakkiyanathan et al, 2012). En particular,
el microambiente canceroso esta caracterizado por ser un ambiente de falta de oxigeno
(hipoxia) que favorece la formacion de nuevos vasos sanguineos gracias a la secrecion de
factores de crecimiento como el factor de crecimiento vascular endotelial, VEGF. Los
anticuerpos contra VEGF o su receptor son utilizados de rutina para el tratamiento de
varios canceres, sin embargo, varios pacientes sufren de resistencia. Es por eso que es
importante desarrollar nuevas drogas inhibitorias (Teleanu et al, 2020). Seria interesante

evaluar en un futuro si Stelleralide J presenta dicha actividad usando modelos de cancer.

El origen del sistema hematopoyético depende del sistema circulatorio. Los precursores
hematopoyéticos derivan de las células endoteliales de la aorta y luego se especifican en
la region caudal hematopoyética (CHT) (Wattrus & Zon, 2018). Ya que la morfologia
CHT (formacién de edema) como el flujo de la aorta se ven alteradas, se decidié estudiar
si la produccién de un tipo de células hematopoyéticas, especificamente células
mieloides, los neutrdfilos, estd siendo afectada. En experimentos preliminares con
embriones de la cepa BACmpo::GFP tratados con 10uM de Stelleralide J; se detectaron
menos neutréfilos de lo esperado para los todos los estadios estudiados (Renshaw et al,
2006). Por un lado, esta reduccién podria ser producto de un dafio particular en esa zona,
pero también puede deberse a un retraso en el desarrollo considerando que los neutrofilos

estaban concentrados la isla de sangre rostral (primer sitio de hematopoyesis), en vez de
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estar en la region caudal (segundo sitio de hematopoyesis) (Harvie & Huttenlocher,
2015). En estudios posteriores se incluiran administraciones tardias para ver el efecto
temporal, independientemente del retraso. En cambio, el tratamiento con 1 y 2 uM
Huratoxina ocasion6 una distribucion de neutréfilos alrededor de todo el cuerpo y en la
cabeza, tal vez reflejando un efecto toxico generalizado, que es importante tener en

cuenta.
Los efectos morfologicos inespecificos

Ambos compuestos causan retraso tanto tempranamente como tardiamente. Se confirmo
por medio de medidas morfoldgicas tardias que el retraso ocurre de manera integral, es
decir no es una simple reduccion del tamafio corporal, como se ha reportado para otros
compuestos (Hoeksma et al, 2019). La reduccidén del tamafio del ojo puede estar
relacionada con el retraso, ya que al usar una linea transgénica neural (HB9::GFP) no se

detectaron cambios neurologicos.

Si bien el retraso es considerado un fendbmeno comun, inespecifico y reversible; como lo
prueba un estudio en donde 180 de 502 drogas antitumorales causaban retraso o
malformacion en el desarrollo a una concentracién de 50 uM (Li et al, 2012). Es
importante reportarlo por tres motivos: puede permitir que los compuestos actiien por mas
tiempo en periodos sensibles del desarrollo, puede ser un efecto teratogénico de los
compuestos y en algunos casos, si puede estar relacionado a un efecto biol6gico, como
por ejemplo, una alteracion hormonal (Teixidé et al, 2013).

Asimismo, la formacién de edemas en el corazén o en la yema obtenidos en ambos
compuestos, son efectos comunes (Haffter et al, 1996) y suelen presentarse junto con
otros cambios no especificos como menor pigmentacidn, extension de la yema, ausencia
de aletas pectorales y reduccion de motilidad (Gao et al, 2014). Por tal motivo este

fenotipo no fue explorado a profundidad.

6 CONCLUSIONES

1. Lamortalidad de los embriones es concentracion y tiempo dependiente a lo largo
del desarrollo. A las 72 hpf, la concentracion letal media (CL50) de Stelleralide J
(13.86 uM) es mayor que Huratoxina (1.60 uM), relacién que también se guarda

in vitro.
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2. Altas concentraciones de ambos compuestos (Huratoxina 4 uM, Stelleralide J 50
M) causan desprendimiento de las cEVL y menor migracion de las células del
blastodermo posiblemente debido a una falta de division y fusion de las células
de la envoltura (CEVL)

3. Bajas concentraciones de ambos compuestos causan retraso en el desarrollo, un
efecto inespecifico, pero acompafiados de otros efectos morfoldgicos especificos
que difieren entre compuestos. Huratoxina (1-2 pM) afecta las estructuras
superficiales como cola y aletas, mientras que Stelleralide J (10 uM) el sistema

circulatorio-hematopoyético

4. Si bien este estudio es preliminar usando embriones sanos, se evidencian efectos
en la division celular y circulacién/hematopoyesis, actividades muy valoradas
para el tratamiento del cancer y otras enfermedades. Esto justifica su posterior

estudio en otros modelos.

7 LIMITACIONES E INVESTIGACION FUTURA

Una de las principales limitaciones de este proyecto es el bajo nimero de repeticiones
para las inmunotinciones y experimentos con lineas transgénicas. La pandemia causada
por el SARS-COVID-19 impidi6 el acceso a los laboratorios y, por lo tanto, no se

pudieron realizar mas repeticiones ni experimentos confirmatorios.

Solo las células con determinados perfiles son susceptibles a estos compuestos, sean las
cEVL y las endoteliales (que forman los vasos sanguineos o las lineas cancerosas in vitro.
Para comprobar esto es indispensable probar otros métodos de administracion directos
como la microinyeccién (celular o en la yema) para comprobar que los efectos reportados
en células y tejidos mas externos sean fruto de una especificidad hacia estos y no se deban

a una falta de penetracion a tejidos mas internos (Michiels et al, 2019; Kim et al, 2015).

Se logroé determinar el rango de concentraciones donde son activos los compuestos y se
descubrio una variedad de posibles efectos morfologicos (division celular vy
circulacion/nematopoyesis). En el futuro es necesario estudiarlos de manera rigurosa.
Ademas, se deberia determinar si estos efectos se visualizan a concentraciones menores,

donde los efectos secundarios indeseados como el retraso ya no aparecen.
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Una vez confirmado los efectos anteriores en el pez cebra, estos podran ser explorados en
otros modelos biologicos méas especificos sea en esta u otras especies. Por ejemplo,
la membrana corioalantoica de pollo es una estructura altamente vascularizada que sirve
para estudiar el efecto de drogas en la formacion de vasos sanguineos (Nowak-Sliwinska,
2014).
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ANEXOS:

A) Curva dosis-respuesta Preliminar Huratoxina B) Curva dosis-respuesta preliminar Stelleralide J
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Anexo 1. Resultados de los experimentos preliminares: La supervivencia de los embriones a las 72
horas post fertilizacion (hpf) después de la Unica administracion de distintas concentraciones de los
compuestos a las 2-2.25 hpf. Se realizaron tres experimentos con tres repeticiones de 10 embriones por
pocillo de ambas cepas WTXNy Tab-5. A) Huratoxina: 0, 0.05, 0.10, 0.25, 0.50, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 uM.

B) Se emplearon dos baches de Stelleralide J : 0, 0.05, 0.10, 0.50, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 10.0, 15.0, 16.0, 20.0,
30.0, 50.0 pM.
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