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Efecto electrofisiológico y neurotóxico del ácido okadaico 
presente en matrices de bivalvos tratadas con altas presiones 

hidrostáticas 
 

por 
 

Fernando Abraham Ascencio Salazar 
 

Resumen 
El consumo de bivalvos contaminados con toxinas marinas derivados de los 
Florecimientos Algares Nocivos (FAN) produce varios tipos de envenenamientos. 
Por ello, el Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos estableció límites 
máximos de concentración de toxina, estableciendo vedas sanitarias cuando se 
sobrepasan. En el periodo del 2010 al 2016, el 22% de las vedas sanitarias en 
México fueron causadas por el ácido okadaico (OKA), una toxina causante del 
envenenamiento diarreico. Las vedas sanitarias en este periodo limitaron el 
crecimiento económico de las regiones productoras de bivalvos, por lo que se 
exploraron tecnologías y métodos de desintoxicación del OKA sin poder conservar 
los atributos sensoriales o ser económicamente viables a escala industrial. 
 
La Alta Presión Hidrostática (APH) es una tecnología que se ha reportado como 
capaz de inactivar toxinas alimentarias sin afectar los atributos sensoriales de los 
alimentos. En este trabajo se evaluó el efecto del tratamiento con APH a 600 MPa 
durante 30 min y una temperatura inicial de 10ºC en la toxicidad del OKA en 
soluciones acuosas de paté de mejillón, mejillón liofilizado y agua considerando que 
estudios previos demostraron una disminución de la toxicidad del OKA por el 
tratamiento con APH. 
 
Se evaluó la toxicidad de las muestras de OKA a 10, 5 y 2 nM tratadas y no tratadas 
con APH mediante la determinación de la viabilidad celular en cultivos primarios de 
cerebelo de rata Wistar. Los resultados obtenidos indicaron una disminución en la 
toxicidad del OKA a 2 nM en un 12% por el efecto de las APH en las soluciones de 
agua y paté de mejillón durante 24 h de exposición. Además, se evaluó el efecto del 
OKA tratado y no tratado con APH en la neuroelectrofisiología de cultivos corticales 
de ratón CD1 a concentraciones de 5, 2 y 1 nM durante diferentes tiempos de 
exposición. No se encontró una diferencia significativa en la actividad eléctrica 
extracelular entre el OKA tratado y no tratado con APH en las tres concentraciones. 
Se concluyó que las APH a condiciones de 600 MPa, 30 min y temperatura inicial 
de 10ºC, disminuye en un 12% la neurotoxicidad del OKA. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Los moluscos son animales de cuerpo blando usualmente protegidos por una 

concha dura. Dentro de esta cobertura existe un grueso pliegue de tejido, llamado 

manto, que encierra los órganos internos del animal. Una de las ocho clases de 

moluscos es la de los bivalvos; organismos cuya concha está formada por dos 

valvas unidas entre sí (Gosling, 2015). 

 

México cuenta con 32 especies de bivalvos con importancia económica, entre los 

que se encuentran las almejas, los ostiones, los mejillones, el callo de hacha y la 

pata de mula (Secretaría de Economía, 2011). En la Figura 1.1 se aprecia la 

distribución de algunas de las especies comerciales de ostión y almeja en las costas 

mexicanas (Fisheries Global Information System, 2018). De acuerdo con el Anuario 

de Estadísticas de Pesca y Acuicultura de la FAO (2017), en el periodo del 2010 al 

2015, la captura de moluscos a nivel mundial incrementó 841 mil toneladas, 

alcanzando los 7.09 millones de toneladas. A su vez, en México, la captura y cultivo 

de bivalvos pasó de 78,600 toneladas a 81,800 toneladas en el mismo lapso, con 

un valor estimado de 521 millones de pesos, acorde a la Comisión Nacional de 

Acuacultura y Pesca (2016). Este crecimiento se limitó por las múltiples vedas 

sanitarias impuestas por la Comisión Federal para la Protección de Riesgos 

Sanitarios (COFEPRIS) durante el 2012 debido a la presencia de Florecimientos 

Algares Nocivos (Medina-Elizalde et al., 2016). 

 

Los Florecimientos Algares Nocivos (FAN) son fenómenos naturales que se 

caracterizan por una acumulación de biomasa algar que posee un impacto negativo 

en la salud pública o en las actividades económicas de una región (García-Mendoza 

et al., 2016). Se han registrado147 especies de microalgas asociadas a los FAN, de 

las cuales 95 especies corresponden a la taxa de los dinoflagelados y, de éstas, 61 

son reportadas como productoras de toxinas (Peña-Manjarrez et al., 2016). 
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Figura 1.1. Distribución de algunas de las especies de almejas (Ruditapes phillppinarum, 

Mercenaria mercenaria), y mejillones (Crassostrea virginica, Mytilus edulis) más 
prevalecientes en las costas mexicanas. (Fisheries Global Information System, 2018) 

 

Las toxinas generadas por los FAN son acumuladas en los tejidos de los bivalvos 

mediante el sistema de filtración que utilizan para alimentarse, presentando 

importantes riesgos para la salud pública si son consumidos (Gosling, 2015). Debido 

a esto, existe una legislación sanitaria que estipula los límites máximos permitidos 

de toxinas provenientes de los FAN en moluscos bivalvos, estableciendo vedas 

sanitarias cuando se rebasan estos límites (Programa Mexicano de Sanidad de 

Moluscos Bivalvos, 2009). 

 

Los riesgos de salud que se presentan por ingerir moluscos contaminados se 

pueden clasificar en cuatro tipos de envenenamientos: amnésico por ácido domoico; 

paralítico por saxitoxina; neurotóxico por brevetoxina; y diarreico por ácido okadaico 

y dinofisistoxinas (Gosling, 2015). A pesar de que en México no se han registrado 

oficialmente casos de envenenamiento diarreico, la mayor cantidad de vedas 

sanitarias implementadas se han asociado con la presencia de ácido okadaico, 
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produciendo pérdidas económicas importantes (Sánchez-Bravo et al., 2016). 

Además, las toxinas diarreicas se han estudiado por su potencial efecto neurotóxico, 

citotóxico, genotóxico, embriotóxico y cancerígeno (Valdiglesias et al. 2013). 

 

El ácido okadaico (OKA) es una toxina producida por los géneros Dinophysis spp. y 

Prorocentrum spp. (Pistocchi, 2014). El OKA es el principal causante del tipo 

envenenamiento diarreico a causa de su potente acción inhibidora de las proteínas 

fosfatasas de tipo serina y treonina, que puede relacionarse con cambios 

degenerativos en el epitelio absorbente del intestino delgado (Hallegraeff, 2017). 

Debido a su toxicidad, se han realizado múltiples estudios para eliminar esta toxina 

de los bivalvos con importancia comercial. Algunos de los métodos propuestos para 

la descontaminación son: lavado por medio de una alimentación con anfóteros, 

evisceración manual (Reboreda et al., 2010), tratamiento con dióxido de carbono 

supercrítico (González et al., 2002) y la manipulación del metabolismo del bivalvo 

por adición de N-acetilcisteína (Peña-Llopis et al., 2014). Reboreda et al. (2010) 

indicaron que los actuales tratamientos propuestos no son escalables a nivel 

industrial ni permiten preservar los atributos sensoriales del bivalvo fresco. Además, 

se ha observado que el procesamiento térmico no inhibe la toxina, sino que la 

distribuye entre los tejidos del bivalvo (McCarron et al., 2008). 

 

Debido a los inconvenientes presentados para eliminar toxinas marinas usando 

tecnologías tradicionales, se han explorado tecnologías alternativas que permitan 

disminuir la toxicidad del OKA con alteraciones mínimas en la calidad de los 

bivalvos. La Alta Presión Hidrostática (APH) es una tecnología no térmica que utiliza 

presiones en el orden de 100 a 700 MPa para realizar cambios estructurales 

(Sánchez-Moreno y De Ancos, 2018) en enzimas, bacterias y toxinas con el fin de 

eliminarlas, inhibirlas o inactivarlas (San Martin et al., 2010). Estudios recientes en 

el Tecnológico de Monterrey y la Universidad de Oviedo han demostrado una 

disminución en la neurodegeneración por efecto del OKA mediante la aplicación de 
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APH (Rodríguez-Velazco, 2015; Hernández-Ortega, 2017), por lo que el presente 

trabajo se enfoca en la evaluación de la toxicidad del OKA tratado con APH en 

extracto y paté de mejillón a diferentes tiempos de exposición. Además de realizar 

una evaluación electrofisiológica del efecto del OKA tratado con APH en cultivos 

neuronales. 
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2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Florecimientos Algares Nocivos 
Los florecimientos algares son proliferaciones de algas planctónicas en ecosistemas 

acuáticos debido a una irrupción en el equilibrio ecológico (Sigee, 2005). Durante 

un florecimiento algar, determinadas especies de algas alcanzan grandes 

concentraciones celulares, eclipsando el crecimiento de otras especies y alterando 

temporalmente el equilibrio de la fauna acuática (Kudela et al., 2015). Los 

florecimientos algares se presentan de forma natural en casi todos los ecosistemas 

acuáticos, aunque su frecuencia, rango biogeográfico y severidad han incrementado 

en las últimas décadas (Sigee, 2005). 

 

Si bien la mayoría de estos florecimientos no poseen un efecto adverso en el medio 

ambiente, la eutrofización causada por el enriquecimiento antropogénico de los 

ecosistemas marinos ha producido un incremento en la frecuencia de la formación 

de densos florecimientos de dinoflagelados productores de toxinas (Sigee, 2005). 

Estos florecimientos, productores de toxinas, se encuentran agrupados en la 

categoría llamada Florecimiento Algar Nocivo. Los Florecimientos Algares Nocivos 

(FAN) son un descriptor socioeconómico y científico ocasionado por algas, 

causantes de impactos negativos en ecosistemas acuáticos y recursos costeros con 

efectos nocivos para el ser humano (Kudela et al., 2015).  

 

Los impactos de los FAN pueden ser prolongados y severos, como el florecimiento 

de Cochlodinium polykriloides en el Golfo Pérsico, durante el lapso de agosto 2008 

a agosto 2009 (Zhao y Ghedira, 2014), que tuvo como consecuencias la interrupción 

de la desalinización de agua para consumo humano, así como una alta mortalidad 

de peces marinos e impactos negativos en el turismo y la estética costera (Kudela 

et al. 2015). En México, los FAN han provocado casos de alta mortandad de 

organismos de cultivo acuático y silvestre, y han afectado el comercio de especies 
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marinas de alto valor económico, causando una disminución del crecimiento 

económico en el mercado interno y de exportación (García-Mendoza et al., 2016). 

 

El impacto más importante de los FAN es en la salud pública. Las toxinas marinas 

producidas por estas microalgas son responsables de más de 60,000 intoxicaciones 

mundiales por año, con una mortalidad de aproximadamente el 1.5% de los casos 

(Kantiani et al., 2010). Estas toxinas pueden bioacumularse en animales acuáticos 

cuya alimentación está basada en un sistema de filtración, como los moluscos, y 

luego, por medio de la cadena alimenticia, transmitirse a pescados y mariscos 

(Kantiani et al., 2010). Por lo que, debido al consumo humano de moluscos, 

mariscos y pescados contaminados, los FAN productores de toxinas han sido 

asociados a distintos tipos de envenenamientos (García-Mendoza et al., 2016). 

 

2.2 Envenenamientos ocasionados por toxinas marinas 
Actualmente, existen cinco envenenamientos relacionados con los FAN (Grattan et 

al., 2018). Estos envenenamientos se deben al consumo de moluscos 

contaminados con toxinas de microalgas y se clasifican de acuerdo con su 

bioactividad o por su sintomatología (Kantiani et al., 2010). Los envenenamientos 

por FAN se clasifican en: paralítico, amnésico, neurotóxico, diarreico, y ciguatera 

(Kantiani et al., 2010). En la Tabla 2.1 se resumen las principales toxinas, tipos de 

envenenamiento, vectores, especies productoras, límites máximos permitidos por la 

COFEPRIS y síntomas asociados para cada envenenamiento. 

 

La capacidad de las algas planctónicas para producir toxinas es específica de la 

especie y está controlada por varios factores ambientales (Basti et al., 2018). 

Asimismo, los mariscos, especialmente los moluscos bivalvos, son los principales 

vectores de intoxicaciones humanas asociadas a envenenamientos con toxinas 

producidas por los FAN (Grattan et al., 2018). Los envenenamientos más estudiados 

son los amnésicos, paralíticos y diarreicos (Kantiani et al., 2010). 
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En México, uno de los primeros casos documentados por envenenamiento debido 

al consumo de moluscos contaminados sucedió en abril de 1979 en Mazatlán, 

Sinaloa con 19 intoxicados, ocasionado por un envenenamiento diarreico debido a 

un FAN del dinoflagelado Gonyaulax monilata en las aguas costeras del estado (De 

la Garza-Aguilar, 1983). Otro de los primeros casos documentados sucedió en el 

mes diciembre de 1989 en los puertos de Huatulco y Salina Cruz en el estado de 

Oaxaca con 99 casos de envenenamiento paralizante con saxitoxina debido a un 

FAN de Gymnodinium catenatum (Saldate-Castañeda et al., 1991).  

 
Tabla 2.1. Tipos de envenenamientos producidos por las toxinas de Florecimientos Algares 
Nocivos. 

Envenena-
mientos y 
siglas en 
inglés(1) 

Toxinas 
principales 

Vectores 
conocidos y 
potenciales(1) 

Límites 
máximos 

permitidos 
por la 

COFEPRIS(2) 

Sintomatología(1) 
Principales 
especies 

productoras(2) 

Paralítico 
PSP Saxitoxina 

Mejillones, 
almejas, vieiras, 
gasterópodos y 

crustáceos 

800 µg 
saxitoxina 

equivalente/kg 
(0.8 ppm) 

Parestesia perioral, 
náusea, vómitos, 

dificultad 
respiratoria. 

Alexandrium 
spp. 

Gymnodimium 
spp. 

Gonyaulax spp. 

Amnésico 
ASP 

Ácido 
domoico 

Mejillones, 
almejas, vieiras, 
ostras, calamar, 

sardinas, anchoas, 
cangrejo y 
langosta 

20 mg ácido 
domoico/kg 
(20 ppm) 

Calambres 
abdominales, 

náusea, vómitos, 
dificultad 

respiratoria. 

Pseudo-
nitzschia spp. 

Neurotóxico 
NSP Brevetoxina 

Mejillones, 
almejas, vieiras, 

ostras, caracolas e 
inhalación de la 

toxina nebulizada 
por el viento 

costero 

20 unidades 
ratón/100g 

Consumo: 
parastesia perioral, 
diarrea. Inhalación: 
broncoconstricción, 

dificultad 
respiratoria. 

Karenia brevis 

Diarreico 
DSP 

Ácido 
okadaico y 
dinofisis-
toxinas 

Mejillones, ostras, 
vieiras, almejas, 

berbechos y 
algunas especies 

de cangrejo 

160 µg ácido 
okadaico 

equivalente/kg 
(0.16 ppm) 

Diarrea, náusea, 
vómitos, calambres 

abdominales, 
dolores de cabeza, 

fiebre. 

Dinophysis.   
spp. 

Prorocentrum 
spp. 

Ciguatera 
CFP Ciguatoxina 

Peces 
depredadores de 

arrecifes tropicales 
y algunos tipos de 

anguila. 

2.5 unidades 
ratón/100g 

Náusea, vómito, 
parestesia en 
manos y pies, 

disminución en la 
presión arterial. 

Gambierdiscus 
spp. 

(1) Grattan et al., 2018 

(2) García-Mendoza et al., 2016 
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Con la intención de exportar al mercado internacional, en México se monitorea la 

presencia de toxinas causantes de DSP desde el 2007, y en el 2011 implantó un 

límite de 160 µg de toxina diarreica por kilogramo de producto fresco (0.16 ppm), 

establecido en la legislación nacional NOM-SSA1-242-2009 (Sánchez-Bravo et al., 

2016) (Lewitus et al., 2012). 

 

2.2.1 Envenenamiento Diarreico (DSP) 

El envenenamiento diarreico es una enfermedad gastrointestinal causada por la 

ingesta de mariscos contaminados con toxinas diarreicas como el ácido okadaico y 

las dinofisistoxinas (Bustillos-Guzmán, 2016). Estas toxinas lipofílicas son 

producidas por los dinoflagelados Dinophyis spp. y Prorocentrum spp. (Grattan et 

al., 2018). Ambos dinoflagelados se pueden localizar en zonas neríticas, en 

regiones que cubren desde aguas templadas al sur de África hasta las aguas 

heladas en el norte de Escocia (Morton, 2018) (Gilbert y Burkholder, 2018). En la 

Figura 2.1 se puede apreciar la posible distribución de Dinophysis spp. a nivel 

mundial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.1. Posible distribución y FAN confirmados de la especie Dinophysis spp. a nivel 
mundial. (Morton, 2018) 
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Los síntomas presentados por un DSP son diarrea incapacitante, náuseas, vómitos, 

dolores abdominales, fiebre y dolores de cabeza (Sánchez-Bravo et al., 2016). Estos 

síntomas se presentan de 30 minutos a 15 horas después de haber ingerido el 

alimento contaminado, con un periodo de recuperación de 3 días con tratamiento 

de apoyo (Grattan et al., 2018). 

 

Se han reportado brotes importantes de DSP en Japón, Francia, Canadá, Nueva 

Zelanda, India, Tailandia, China, Australia, España, Reino Unido, y Sudamérica 

(Grattan et al., 2018; Lawley et al., 2012). Bustillos-Guzmán et al. (2016) estiman 

que no existen registros claros de casos asociados a DSP en México debido a 

diagnósticos incorrectos basados unicamente en la sintomatología diarreica, 

comúnmente asociada con infecciones bacterianas y/o virales . 

 

Desde 1989, México cuenta con el Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos 

Bivalvos (PMSMB) derivado de un acuerdo bilateral con Estados Unidos para 

examinar los problemas de calidad sanitaria en la exportación de moluscos bivalvos 

(Treviño, 1995). Este esfuerzo dio como resultado la Guía Técnica para el Control 

Sanitario de Moluscos Bivalvos, creado con la finalidad de que cada estado vigilara 

de forma autónoma la presencia de toxinas marinas (Treviño, 1995).  

 

El establecimiento del PMSMB y el análisis rutinario de las aguas costeras han 

resultado en registros de Florecimientos Algares Nocivos donde han sido 

identificadas 12 especies productoras de toxinas diarreicas dentro del territorio 

nacional (COFEPRIS, 2018). 

 

De los 103 reportes de FAN en las costas mexicanas del 2010 al 2016, el 24.28% 

de los eventos estuvieron relacionados con toxinas diarreicas y, a pesar de que no 

se registraron envenenamientos, el 22.33% causaron veda sanitaria en la zona 

afectada como se muestra en la Tabla 2.2 (COFEPRIS, 2018). 
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Tabla 2.2. Eventos de FAN productores de toxinas diarreicas en México durante el lapso 

de 2010 a 2016. 

Lugar Lapso Especie Impacto 
Soto la Marina, 

Tamaulipas 24/03/2010 – 07/06/2010 No identificado Veda sanitaria 

Bahía de Manzanillo, 
Colima 07/05/2010 – 14/06/2010 Prorocentrum spp., 

Dinophysis spp. Veda sanitaria 

Bahía de San Quintín, 
Baja California 20/05/2010 – 15/06/2010 Prorocentrum spp., 

Dinophysis spp. 
Veda sanitaria y retiro de 

producto 

Bahía de Santiago, Colima 15/12/2010 – 05/01/2011 Dinophysis spp. Veda sanitaria y retiro de 
producto 

Rincón de Ballenas, Baja 
California 21/12/2010 – 31/12/2010 No identificado Veda sanitaria 

Rincón de Ballenas, Baja 
California 02/04/2012 – 06/04/2012 No identificado Veda sanitaria 

Tapachula, Chiapas 15/05/2012 – 14/06/20120 Dinophysis spp. Veda sanitaria 

Rincón de Ballenas, Baja 
California 13/06/2012 – 27/06/2012 No identificado Veda sanitaria 

Bahía de la Paz, Baja 
California Sur 27/06/2012 – 10/07/2012 Dinophysis tripos Ninguno 

Rincón de Ballenas, Baja 
California 29/06/2012 – 31/07/2012 Dinophysis spp., 

Prorocentrum spp. Veda sanitaria 

Bahía Ballenas, Baja 
California Sur 16/07/2012 – 25/07/2012 Prorocentrum triestinum Ninguno 

Rincón de Ballenas, Baja 
California 17/09/2012 – 16/11/2012 No identificado Veda sanitaria 

Puerto Vallarta, Nayarit 15/03/2013 – 08/04/2013 Prorocentrum spp. Veda sanitaria 

Rincón de Ballenas, Baja 
California 15/07/2013 – 23/08/2013 No identificado Veda sanitaria 

Bahía Salina, Sonora 20/08/2013 – 18/09/2013 No identificado Veda sanitaria 

Bahía Salina, Sonora 20/12/2013 – 24/01/2014 No identificado Veda sanitaria 

Bahía Salina, Sonora 20/03/2014 – 01/04/2014 Dinophysis caudata 

Veda sanitaria 
Destrucción de 3.1 ton de ostión, 

7.1 ton de almeja y 4.1 ton de 
pata de mula 

Puerto Vallarta, Jalisco 20/03/2014 – 01/04/2014 Dinophysis caudata Veda sanitaria 
Destrucción de 500 kg de ostión 

Pabellones, Sinaloa 19/05/2014 – 06/06/2014 No identificado Veda sanitaria 

Guerrero Negro, Baja 
California Sur 09/05/2014 – 06/06/2014 No identificado Veda sanitaria 

Estero el Coyote, Baja 
California Sur 26/05/2014 – 02/07/2014 

Prorocentrum 
compressum 

Prorocentrum micans 
Veda sanitaria 

Mulege, Baja California 
Sur 26/05/2014 – 02/07/2014 Prorocentrum micans Veda sanitaria 

Puerto Vallarta, Jalisco 04/09/2014 – 09/09/2014 Dinophysis spp. Veda sanitaria 

Bahía de Manzanillo, 
Colima 14/04/2015 – 11/05/2015 Dinophysis caudata 

Veda sanitaria 
Destrucción de 120 kg de 

bivalvos 
Estero El Coyote, Baja 

California Sur 12/01/2016 – 09/02/2016 No identificado Veda sanitaria 

(Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios, 2018) 
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Para el establecimiento de una veda sanitaria debido a un FAN productor de toxina 

diarreica, la COFEPRIS opera bajo el Lineamiento de Trabajo para el Muestreo de 

Fitoplancton y Detección de Biotoxinas Marinas (LTMFDBM). En este lineamiento 

se establecen los límites máximos permitidos de fitoplancton en agua y toxinas 

marinas como se muestra en la Tabla 2.3 (COFEPRIS, 2018b). 

 
Tabla 2.3. Límites máximos de referencia para fitoplancton y toxinas diarreicas en producto 
fresco en México. 

Toxinas y dinoflagelados Límite máximo 

Ácido okadaico (DSP) ≤ 160 µg equivalente de ácido okadaico por kg de producto 

Yesotoxinas (DSP) ≤ 1 mg equivalente de yesotoxina por kg de producto 

Dinophysis spp. (DSP) 

200 células por litro de agua marina Prorocentrum lima (DSP) 
Prorocentrum concavum (DSP) 

(Comisión Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios, 2018b) 

 

2.3 Ácido okadaico 
Las toxinas diarreicas son poliéteres termoestables lipófilos producidos por los 

dinoflagelados Dinophysis spp. y Prorocentrum spp. los cuales, incluso a 

concentraciones bajas de 200 células por litro, pueden liberar importantes 

cantidades de toxinas (Johnson y Schantz, 2017). 

 

Inicialmente, las toxinas diarreicas incluían las yesotoxinas (YTX), las 

pectenotoxinas (PTX), el ácido okadaico (OKA) y las dinofisistoxinas (DTX). Sin 

embargo, se reportó en distintos estudios con animales (Miles et al., 2004; Aune et 

al., 2002; Tubaru et al., 2003; Ito et al., 2008) que las YTX y las PTX no son 

causantes de envenenamiento diarreico, por lo que la FAO decidió separarlas de la 

categoría de toxinas diarreicas en el 2011, quedando únicamente dentro de la 

categoría de toxinas diarreicas las DTX y el OKA (Suzuki, 2014). Sin embargo, el 
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PMSMB y la COFEPRIS aún consideran a la yesotoxina como causante de 

envenamiento diarreico (COFEPRIS, 2018b). 

 

El ácido okadaico fue la primera toxina diarreica caracterizada químicamente por 

Tachibana et al. (1981), y aunque su nombre se derivó de la esponja donde fue 

hallada (Halichondria okadai), se apoya la idea que realmente fue producida por el 

dinoflagelado béntico Prorocentrum lima (Hallegraeff, 2017). En ese mismo año, 

Yasumoto et al. (1981) aislaron una toxina diarreica del dinoflagelado Dinophysis 

fortii en la bahía de Okkirai, Japón, a la que identificaron como dinofisistoxina. 

 

El ácido okadaico consiste en una cadena larga de carbono con anillos de poliéter, 

grupos hidroxilo, metilo y carboxilo a lo largo de su estructura como se muestra en 

la Figura 2.2 (Sosa y Tubaro, 2016). La estructura química del ácido okadaico y las 

dinofisistoxinas es similar, distinguiéndose por metilaciones y alcanoilaciones en 

tres posiciones de la estructura, por lo que usualmente a las DTX se les conoce 

como derivados del OKA (Van Egmond et al. 2005). Las toxinas diarreicas son 

usualmente descritas como libres de esterificación (OA, DTX-1 y DTX-2), 

esterificadas dentro del dinoflagelado (DTX-4, DTX-5 y DTX-6) o esterificadas 

dentro del molusco bivalvo (DTX-3), diferenciándose además, por su grado de 

toxicidad (McNabb, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2.2. Estructura del ácido okadaico (OKA). Imagen obtenida de la Real Sociedad de 
Química. 
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El principal efecto que posee el ácido okadaico en las células es la inhibición de las 

proteínas fosfatasas PP1 y PP2A, causando hiperfosforilaciones proteicas e 

irrumpiendo en la regulación de los procesos de señalización celular (Bialojan y 

Takai, 1988). Por lo que se propone que el efecto diarreico del OKA y las DTX radica 

en la fosforilación de las proteínas responsables de las contracciones musculares y 

la probable segregación de Na+ en las células intestinales (Chand, 2009).  

 

2.3.1 Vía biológica del ácido okadaico 
El ácido okadaico penetra la membrana celular mediante la formación de un 

complejo compuesto por dos moléculas de OKA y un ion potasio como se muestra 

en la Figura 2.3 (Daranas et al. 2007; Cruz et al. 2013). El dímero se estabiliza 

mediante interacciones electrostáticas del K+ extracelular con los sitios hidrofílicos 

del OKA exponiendo la parte hidrofóbica hacia la superficie y aumentando la 

permeabilidad de la toxina a través de la membrana plasmática (Daranas et al. 

2004). Posteriormente, cuando el complejo se encuentra en el citoplasma celular, la 

fuerte interacción de los monómeros con las proteínas fosfatasas desestabilizan la 

estructura y deshacen el dímero (Daranas et al. 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.3. Esquema del mecanismo de entrada del ácido okadaico a la célula propuesto 
por Daranas et al. (2007). 

K+ K+ 
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Las proteínas fosfatasas (PPPs) son enzimas que poseen un rol crítico dentro de la 

señalización celular ya que actúan como reguladores de los mecanismos de 

fosforilación, atenuando o terminando las transferencias de señales (Nguyen et al. 

2013). Las PPPs se dividen en dos grandes grupos: fosfatasas serina y treonina 

(Ser/Thr) y fosfatasas tirosina (Tyr). Paralelamente, el grupo de las proteínas 

fosfatasas Ser/Thr se subdivide en PP1, PP2A, PP2B y PP2C de acuerdo con sus 

propiedades bioquímicas (Ingebritsen y Cohen, 1983). La proteína fosfatasa 1 (PP1) 

actúa sobre la subunidad β de la fosforilasa quinasa y es afectada por los inhibidores 

de proteína fosfatasa 1 y 2; mientras que las proteínas fosfatasas PP2A, PP2B y 

PP2C actúan sobre la subunidad α de la fosforilasa quinasa, y se diferencian por su 

sensibilidad a los cationes divalentes Ca2+ y Mg2+ (Girault et al. 2016). 

 

De los subgrupos de PPPs, el OKA sólo inhibe a las proteínas fosfatasas PP1 (IC50 

100 nM) y PP2A (IC50 0.1-1 nM) debido a la interacción de la toxina en 3 regiones 

conservadas localizadas en sus sitios activos (MacKintosh y Diplexcito, 2010). Sin 

embargo, la mayor afinidad de la toxina por la PP2A se debe a una estructura 

hidrofóbica en forma de jaula situada en la subunidad catalítica del PP2A que 

estabiliza el extremo hidrofóbico del OKA, como se observa en la Figura 2.4 (Xing 

et al. 2006). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.4. Representación gráfica del sitio de unión del OKA (amarillo y magenta) en la 
subunidad catalítica de PP2A y PP1. La flecha blanca resalta la posición de la estructura 

hidrofóbica en forma de jaula presente en PP2A, pero ausente en PP1 (Xing et al. 2006). 
 

Mn2+ Mn2+ Mn2+ Mn2+ 
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2.3.2 Toxicología del ácido okadaico 
El límite de OKA permitido por las autoridades sanitarias internacionales es de 160 

µg de toxina por kg de bivalvo (0.16 ppm). Considerando una ración de 100 g de 

bivalvo contaminado y una dilución de 1 L en el fluido estomacal, se obtiene una 

concentración de 20 nM de OKA en contacto con las células epiteliales del intestino 

humano. En un estudio in vitro realizado por Ehlers et al. (2011) demostraron que la 

exposición de la línea celular Caco-2 (carcinoma de colón diferenciadas en 

enterocitos intestinales) a bajas concentraciones de OKA (20 nM – 200 nM) 

permiten un paso limitado de la toxina por rutas transcelulares y paracelulares al 

flujo sanguíneo. Asimismo, se identificó un mecanismo activo de eliminación de la 

toxina en la línea celular Caco-2. 

 

La sintomatología que acompaña a las toxinas diarreicas fue descrita por primera 

vez en un estudio epidemiológico realizado por Yasumoto et al. (1978) en 164 

pacientes envenenados. La sintomatología se presenta de 30 minutos a 4 horas 

después de la ingestión de al menos 50 µg de OKA, de acuerdo con la Autoridad 

Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2008). El efecto diarreico del OKA se ha 

relacionado principalmente con la inhibición de las PP1 y PP2A en las células 

intestinales, encargadas de la contracción de tejido liso y la segregación de iones 

(Shenolikar y Brush, 2010).  

 

Estudios in vitro del efecto del OKA en la taenia coli de cobayos (Cavia porcellus) 

demostraron alteraciones en el grado de fosforilación de las cadenas ligeras de la 

miosina promoviendo la contracción del tejido y evitando la relajación del músculo, 

consecuencia de la inhibición de las PP1 y PP2A (Bialojan et al. 1988; Ozaki et al. 

1987). Igualmente, estudios proteómicos realizados por Wang et al. (2012) en los 

intestinos de ratones ICR alimentados con una alta dosis de OKA (~ 23 µM) 

confirmaron la inhibición de la actividad de la PP2A, aunque también observaron 

una reorganización del citoesqueleto, la promoción del estrés oxidativo con 
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interferencias en la transducción de la señalización celular, y la alteración del 

sistema enzimático digestivo. Por ello, Wang et al. (2012) concluyeron que la 

toxicidad del OKA en el intestino se debe considerar como un sistema complejo y 

diverso, donde participan múltiples proteínas y vías biológicas resultando en el 

efecto diarreico. 

 

A bajas concentraciones de OKA (20 nM – 200 nM), las células intestinales eliminan 

la toxina mediante un mecanismo activo mediado por la glicoproteína P (P-gp), de 

acuerdo con un estudio realizado por Ehlers et al. (2014) en las líneas celulares 

Caco-2 y MDCK-II (células epiteliales renales de perro), ambas expresando P-gp 

humana. Sin embargo, en las micrografías de un estudio in vivo con ratones 

envenenados con dosis más altas (≥1,5 µM), se observó erosión y heridas en las 

vellosidades intestinales, permitiendo el paso de la toxina al flujo sanguíneo (Ito et 

al. 2000). En el hígado, se observó la participación de diferentes mecanismos del 

Citocromo P450 (CYP3A4 y CYP3A5) en la metabolización del OKA, de acuerdo 

con un estudio in vitro de Kolrep et al. (2016) con la línea celular HepG2 (hígado 

humano). 

 

2.3.2.1 Citotoxicidad 

Los efectos tóxicos del OKA están usualmente relacionados con la inhibición de las 

proteínas fosfatasas PP1 y PP2A, causando alteraciones en los grados de 

fosforilación de proteínas responsables de señalización celular y de varios procesos 

celulares como cambios en el citoesqueleto. Se ha observado que generalmente el 

OKA induce la apoptosis y el arresto del ciclo celular en varios tipos de células como 

leucocitos, hepatocitos, neuronas y enterocitos (Valdiglesias et al. 2011; Wang et 

al. 2012). Sin embargo, se han reportado efectos puntuales del OKA como la 

inducción de estrés oxidativo, la genotoxicidad y la alteración de las vías 

metabólicas en varias líneas celulares (Valdiglesias et al. 2013). 
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2.3.2.2 Neurotoxicidad 

A pesar de no ser considerada como una neurotoxina, los efectos del OKA sobre 

las neuronas abarcan desde la hiperfosforilación de la proteína tau hasta cambios 

en la morfología celular (Nuydens et al. 1998). La hiperfosforilación de la proteína 

tau se ha observado en algunas de las enfermedades neurodegenerativas más 

comunes como el Alzheimer (Goedert y Spillantini, 2006). Por ello, el OKA se utiliza 

como un promotor de fosforilación de proteína tau en modelos animales y 

neuroblastomas humanos para estudios farmacológicos (Cho et al. 2012; Chen et 

al. 2012). 

 

Además, se estima que la disrupción del citoesqueleto por efecto de toxicidad del 

OKA puede alterar varios procesos neuronales como la liberación de 

neurotransmisores, la formación de neuritas, la sinaptogénesis, y cambios 

morfológicos en células gliales (Valdiglesias et al. 2013). 

 

2.3.3 Métodos de desintoxicación de bivalvos contaminados con ácido 
okadaico 

Se ha observado que las toxinas causantes del envenenamiento diarreico se 

acumulan principalmente en el hepatopáncreas de los bivalvos y su evisceración no 

es económicamente viable a nivel industrial. Por lo tanto, se han propuesto varias 

tecnologías para la desintoxicación en bivalvos de importancia comercial. 

 

Actualmente, la desintoxicación natural es el único método aprobado que no afecta 

la calidad de los moluscos. Este método consiste en la depuración de la toxina 

mediante la transferencia de los bivalvos de zonas contaminadas a zonas libres de 

toxinas con una alimentación periódica durante un tiempo establecido para que el 

bivalvo pueda eliminar el OKA vía fecal (Botelho et al. 2018). Asimismo, se han 

propuesto modificaciones en la alimentación y la temperatura del agua de 
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depuración para poder escalar el tratamiento a nivel industrial (Botelho et al. 2018; 

Kroken et al. 2009). 

 

McCarron et al. (2008) demostraron la termoestabilidad del OKA en condiciones de 

esterilización y observaron una distribución de la toxina entre los tejidos del molusco 

al aplicar cualquier tratamiento térmico. González et al. (2002) propusieron un 

tratamiento para la remoción del OKA mediante dióxido de carbono supercrítico en 

un medio con ácido acético. Sin embargo, aunque el tratamiento propuesto logró 

una reducción del 89% de la toxina presente en el hepatopáncreas del mejillón, el 

producto final no fue considerado comercialmente aceptable de acuerdo con 

Reboreda et al. (2010). 

 

El uso de tecnologías emergentes como la ozonización y la irradiación han sido 

estudiados por Reboreda et al. (2010) y Louppis et al. (2011) respectivamente para 

la desintoxicación de mejillones con resultados satisfactorios, pero el producto final 

obtenido mostró alteraciones importantes en textura y apariencia. No obstante, en 

la siguiente sección se describe el uso de una tecnología emergente propuesta para 

la disminución de la toxicidad del OKA en bivalvos. 

 

2.4 Altas Presiones Hidrostáticas 
El procesamiento con APH es una tecnología no térmica capaz de inactivar 

microorganismos y enzimas en una amplia variedad de alimentos, conservando sus 

atributos sensoriales y extendiendo su vida útil (Tokusoglu y Swanson, 2015). 

Durante el tratamiento con APH, el alimento es sometido a presiones entre 100 MPa 

y 800 MPa durante un periodo que comprende desde poco segundos a varios 

minutos con temperaturas de procesamiento que van por debajo de los 0ºC hasta 

por encima de los 100ºC (Fellows, 2017). Los parámetros involucrados durante la 

operación de equipos de APH se enlistan en la Tabla 2.4 
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Tabla 2.4. Parámetros involucrados durante la operación de equipos de altas presiones 

hidrostáticas. 

Parámetros Descripción 

Tiempo de ciclo Tiempo total desde la carga hasta la descarga del producto del 
equipo 

Tiempo para alcanzar la 
presión del proceso  
(come up time CUT) 

Tiempo transcurrido hasta alcanzar la presión de procesamiento 

Tiempo de descompresión 
(come down time CDT) 

Tiempo transcurrido desde la presión de procesamiento hasta la 
presión atmosférica 

Tiempo de tratamiento 
(Holding time HT) 

Intervalo de tiempo entre el final de la compresión y el principio 
de la descompresión 

Presión del proceso Presión establecida para el tratamiento 

Temperatura inicial Temperatura del medio de presurización antes de iniciar la 
presurización 

Temperatura del proceso Temperatura del medio de presurización durante el tiempo de 
tratamiento 

Temperatura final Temperatura del medio de presurización al finalizar la 
descompresión 

(Koutchma, 2011) 

 

El efecto del procesamiento por APH se da por dos principios fundamentales de 

acuerdo con Balny et al. (1997). En primer lugar, el principio de Le Chatelier, el cual 

establece qué, bajo condiciones de equilibrio, el aumento de la presión favorecerá 

cambios (inactivación de enzimas, microorganismos, etc.) si el volumen de 

activación es negativo, será desfavorable si es positivo, y no tendrá efecto si su 

valor es cero. En segundo lugar, el principio de presión isostática, que establece 

que la presión ejercida es instantánea y uniformemente transmitida 

independientemente del tamaño o la geometría del producto lo cual da como 

resultado un escalamiento directo del proceso. A pesar de que el procesamiento 

con APH es considerado un proceso no térmico, la aplicación de presiones 

isostáticas induce la generación de calor adiabático a una razón de 3ºC por cada 

aumento de 100 MPa de aumento de presión (Hoover et al. 2006). 
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2.4.1 Efecto de las altas presiones hidrostáticas en los moluscos bivalvos 
El procesamiento con APH favorece reacciones que involucran cambios en las 

estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias de las proteínas, y altera las 

propiedades funcionales de lípidos y carbohidratos (Chauvin y Swanson, 2011). En 

los moluscos bivalvos, la desnaturalización de las proteínas de los músculos 

abductores por el efecto de las APH promueve la apertura de la concha de forma 

espontánea, incrementando el rendimiento de la carne extraída como se observa 

en la Figura 2.5 (Campus, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.5. Remoción de la carne de ostras por (A) altas presiones hidrostáticas y (B) 

manualmente (Campus, 2010). 

 

Asimismo, el procesamiento por APH permite controlar los riesgos potenciales de 

patógenos transmitidos por alimentos asociados con bivalvos crudos. Linton et al. 

(2003) observaron una reducción de grupos taxonómicos correspondientes a 

bacterias gram-negativas a 500 MPa por 2 min a 20ºC en vieiras y ostras. La 

reducción de las bacterias gram-negativas por el tratamiento con APH retrasaron el 

desarrollo de olores relacionados con el deterioro de bivalvos, incrementando la vida 

de anaquel sensorial. Sin embargo, los grupos taxonómicos relacionados con las 

bacterias gram-positivas no se vieron significativamente alterados debido a su 

menor sensibilidad a las APH. 

A 

B 
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A diferencia de los tratamientos térmicos, las APH no alteran los enlaces covalentes 

y, por lo tanto, no tienen efecto sobre las estructuras primarias de las proteínas, por 

lo que Murchie et al. (2005) establecieron que las toxinas marinas no se deberían 

verse afectadas por el procesamiento con APH. Sin embargo, estudios realizados 

por Rodríguez-Velazco (2015) y Hernández-Ortega (2017) mostraron evidencias de 

un efecto inhibitorio de la toxicidad del ácido okadaico en cultivos neuronales de 

cerebelo de rata mediante tratamientos con APH a 600 MPa durante 30 minutos a 

temperaturas de 25ºC y 10ºC, como se muestra en la Tabla 2.5. 

 
Tabla 2.5. Ensayos de viabilidad celular en neuronas realizados por Rodríguez-Velazco 
(2015) y Hernández-Ortega (2017) para el estudio del efecto de las altas presiones 

hidrostáticas en la toxicidad del ácido okadaico. 

Parámetros Rodríguez-Velazco (2015) Hernández-Ortega (2017) 

Concentración de OKA 
tratado 2.5 µM 1.0 µM 

Solvente DMSO + Agua destilada DMSO + Agua destilada 

Equipo APH Stansted ISO-LAB  
(Madrid, España) 

Stansted 850-9  
(Ourense, España) 

Tiempo de compresión 90 s 120 s 

Tiempo de descompresión <30 s <60 s 

Tiempo de tratamiento 30 min 30 min 

Presión del proceso 600 MPa 600 MPa 

Temperatura del proceso 25ºC 10ºC 

Concentración de OKA 
utilizado en el ensayo 10 nM 5 nM 

Porcentaje de supervivencia 
celular 

Control 
sin OKA 

OKA 
APH 

OKA sin 
tratar 

Control 
sin OKA 

OKA 
APH 

OKA sin 
tratar 

> 85% 77% 68% > 90% 51% 34% 

Tiempo de exposición 24 h 24 h 
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La reducción de la neurodegeneración por ácido okadaico reportada por Rodríguez-

Velazco (2015) y Hernández-Ortega (2017) debido al tratamiento con APH se podría 

atribuir a cambios en las interacciones hidrofóbicas y electrostáticas de las 

moléculas de ácido okadaico entre sí o el dimetilsulfóxido (DMSO) en el que fueron 

preparadas.  

 

Debido a su alto contenido proteico, los bivalvos son usualmente consumidos 

frescos, procesados y enlatados (Monfort, 2014). Por lo que, el tratamiento del OKA 

en APH en soluciones de matrices alimentarias de bivalvos podrían favorecer las 

interacciones hidrofóbicas y electrostáticas entre el OKA y las proteínas del bivalvo, 

disminuyendo su toxicidad. Esta aproximación se ha realizado anteriormente con 

otras toxinas alimentarias (Woldemariam y Emire, 2019). 

 

2.4.2 Efecto de las altas presiones hidrostáticas en toxinas alimentarias 
En la última década se ha estudiado el efecto del procesamiento con APH en el 

control de algunas toxinas alimentarias pese a su bajo peso molecular (<500 g/mol) 

y falta de estructura proteica. En la revisión realizada por Woldemariam y Emire 

(2019) sobre el efecto de las APH en micotoxinas observaron que el procesamiento 

por APH puede ser un método eficaz para el control y degradación de algunas 

toxinas como la citrinina y la patulina. 

 

La patulina es una lactona resistente a la temperatura, producida por más de 60 

especies de hongos, y encontrada principalmente en manzanas contaminadas (Lai 

et al. 2000).  Avsaroglu et al. (2015) estudiaron el efecto de las APH en el 

procesamiento de jugo clarificado de manzana contaminado con patulina a 

diferentes condiciones de presión y temperatura, logrando una reducción de hasta 

un 51% de la concentración inicial de patulina a 400 MPa y 30ºC, durante 5 minutos. 
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La reducción de la concentración de patulina por el tratamiento con APH puede 

parecer contradictorio, ya que las APH afectan sólo a las interacciones hidrofóbicas 

y electrostáticas, y no a los enlaces covalentes encontrados en la estructura de la 

patulina (Woldermariam y Emire, 2019). Sin embargo, la reducción de la 

concentración de la patulina se atribuye a la formación de aductos con compuestos 

endógenos del jugo de manzana que poseen glutatión o cisteína en su estructura 

(Schebb et al. 2009; Avsaroglu et al. 2015). Previamente, Lindroth y von Wright 

(1990) demostraron que estos aductos poseen una toxicidad 100 veces menor que 

la patulina. 

 

2.5 Bioensayos para la evaluación de la toxicidad del ácido okadaico 
El efecto neurotóxico del OKA se ha asociado principalmente con la 

hiperfosforilación de la proteína tau, cambios morfológicos, disminución en la 

actividad electrofisiológica, alteraciones en la liberación de neurotransmisores y 

apoptosis neuronal tanto en cultivos primarios como líneas celulares establecidas 

(Arias et al., 1993; Tapia et al., 1999; Nuydens et al., 1998; Valdiglesias et al., 2013; 

Hamidi et al. 2019). 

 

Los bioensayos suelen ser ventajosos para la evaluación de la toxicidad en 

comparación con otros métodos de detección más complejos, ya que permiten un 

estudio eficaz del efecto de las toxinas marinas en la morfología y la viabilidad 

celular mediante herramientas sencillas como la tinción celular (Cañete et al., 2010; 

Rossini, 2005). Los bioensayos se utilizan principalmente para cuantificar la 

toxicidad de los extractos de algares y proporcionar información complementaria 

sobre sus mecanismos de acción (Soliño et al. 2015). Sin embargo, su potencial 

como herramienta toxicológica depende del tipo de célula, el método de evaluación 

de toxicidad, el tiempo de exposición a la toxina, la exposición conjunta con otros 

compuestos, entre otros parámetros (Cañete y Diogène, 2008).  
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LePage et al. (2005) observaron una diferencia significativa en la evaluación 

toxicológica de la brevetoxina y ciguatoxina utilizando cultivos primarios de cerebelo 

y la línea celular de neuroblastoma Neuro-2a. Asimismo, advirtieron que las líneas 

celulares inmortalizadas a menudo difieren del tipo de célula parental en morfología, 

desarrollo, estructura y señalización. Por su parte, Hatten (1987) observó que los 

cultivos primarios de cerebelo se asemejan a las estructuras gliales-neuronales 

encontradas in vivo debido a las interacciones membrana-membrana de las células 

gliales con las neuronas granulares. Además, se ha comprobado que los 

bioensayos con cultivos primarios de neuronas corticales en una matriz de 

microelectrodos son capaces de detectar cambios en la electrofisiología por el 

efecto de toxinas marinas (Cabrera-García, 2017). 

 

2.5.1 Morfología celular, viabilidad celular y electrofisiología neuronal 

La morfología celular se evalúa mediante microscopía óptica de cultivos celulares 

no teñidos (microscopía de contraste de fase) o teñidos con tintes visibles o 

fluorescentes específicos para componentes citoplasmáticos, de membrana o 

nucleares (Pallavicini, 1987). Además, la microscopía de contraste de fase permite 

observar indicios de daño neuronal como anomalías en la superficie externa, 

incremento de la superficie celular, fragmentación de neuritas y formación de 

corpúsculos de material biológico (Pallavicini, 1987; Fernández-Sánchez et al., 

2013). 

 

A pesar de que las fotomicrografías de contraste de fase permiten observar cambios 

morfológicos, sólo la determinación de la viabilidad celular permite conocer el 

número o la proporción de células sanas sobrevivientes a la exposición de 

compuestos toxicológicos dentro de una muestra. De acuerdo con Stoddart (2011), 

una de las determinaciones más básicas de la viabilidad celular es el conteo de 

células vivas y células muertas, teñidas con tintes fluorescentes verde y rojo, 

respectivamente.  
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Dos de los tintes fluorescentes más utilizados en los ensayos de toxicidad y 

viabilidad celular son el diacetato de fluoresceína y el bromuro de etidio. El diacetato 

de fluoresceína es un xanteno que produce una fluorescencia verde bajo la luz UV 

y permite evaluar la integridad de la pared celular (Sabnis, 2015). Mientras que el 

bromuro de etidio es una fenantridina heterocíclica que produce una fluorescencia 

roja bajo la luz UV capaz de adherirse al ADN celular permitiendo identificar los 

cuerpos apoptóticos en el cultivo (Sabnis, 2015). 

 

No obstante, la determinación de la viabilidad celular sigue siendo un sistema de 

evaluación toxicológico muy rudimentario para los cultivos neuronales debido a los 

múltiples factores involucrados en la muerte celular. En la revisión por Kamat y Nath 

(2015) indicaron que el OKA participa en varios eventos bioquímicos y moleculares 

tales como la hiperfosforilación de la proteína tau, lesiones por radicales libres, 

neuroinflamación y liberación excesiva de neurotransmisores como el glutamato. La 

excitotoxicidad por la liberación de glutamato está mediada por cualquiera de los 

receptores del glutamato, tanto ionotrópicos como metabotrópicos, aunque su 

principal diana es el receptor N-metil-D-aspartato (R-NMDA) dando lugar a una 

muerte neuronal apoptótica y necrótica, dependiendo de la concentración de 

glutamato liberado (Cabrera-García, 2017). Los bivalvos contienen grandes 

cantidades de aminoácidos excitadores, por lo que la determinación de la viabilidad 

celular en las matrices alimentarias podría suponer una sobreestimación de la 

toxicidad del OKA en cultivos neuronales (Novelli et al., 1992). 

 

Para evitar una sobreestimación de la viabilidad debido a aminoácidos excitatorios, 

se utilizan antagonistas del receptor NMDA. Uno de los antagonistas más utilizados 

es la dizocilpina (MK-801). El MK-801 es un antagonista no competitivo del receptor 

NMDA que actúa como neuroprotector debido a que contrarresta las acciones 

excitotóxicas de agonistas como el glutamato (Kostrzewa, 2017). No obstante, la 

adición del MK-801 se realiza en cultivos neuronales desarrollados, ya que se ha 
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observado que los antagonistas del receptor NMDA producen neurotoxicidad 

durante el desarrollo ontogenético temprano por el bloqueo de comunicación 

interneuronal (Kostrzewa, 2017). 

 

El análisis de los cambios en la electrofisiología neurona se ha utilizado para la 

determinación de la toxicidad de la ciguatoxina y la saxitoxina (Pérez et al., 2011) 

(Martín et al., 2015). Por su parte, Cabrera-García (2017) determinó las 

concentraciones efectivas para la detección de OKA, dinofisistoxina-2, yesotoxina, 

palitoxina y ácido domoico en cultivos primarios de corteza de ratón mediante un 

sistema de matrices de microelectrodos.  

 

2.6 Matrices de microelectrodos (MEA) 
El sistema de matrices de microelectrodos (MEA) es un arreglo de decenas de 

electrodos situados en una placa de cristal que permiten el registro de la actividad 

eléctrica extracelular de un cultivo de células excitables. A diferencia de la técnica 

“patch-clamp”, el sistema MEA permite registros no invasivos y de manera 

simultánea en distintos puntos del cultivo de células excitables a lo largo de la vida 

útil del cultivo (Gross et al. 1997). La principal ventaja que ofrece el sistema MEA 

es su versatilidad para realizar mediciones de corriente eléctrica sin alterar la 

metodología de extracción y cultivo en placa de las células excitables. 

 

Las placas de cultivo utilizadas en el sistema MEA son fabricadas utilizando la 

técnica de fotolitografía (Huang et al., 2009). El arreglo de microelectrodos planos 

de las placas MEA son elaborados a partir de metales conductores de electricidad 

como el oro, titanio o platino, cubiertas por una delgada capa de nitruro de silicio o 

resina epóxica y situadas dentro de una cámara circular de plástico o vidrio donde 

se realiza el cultivo, como se observa en la Figura 2.6.B. (Warm, 2015). La corriente 

eléctrica recogida por la matriz de microelectrodos en el centro de la placa es 

transmitida hasta el exterior de la cámara a unos “pads” de contacto donde es 
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transferida al amplificador MEA mediante pines de oro, como se observa en la 

Figura 2.6.A. 

 

 

 

 

 
 
Figura 2.6. A. Amplificador MEA de la compañía Multichannel Systems® modelo MEA-

1060-INV-BC. B. Placa MEA modelo 60MEA200/30iR-Ti utilizados en el amplificador MEA. 

 

2.6.1 Origen y detección de la señal eléctrica extracelular 

La señal eléctrica de las neuronas está basada en fluctuaciones del potencial de 

membrana debido a la superposición de los procesos iónicos de potenciales de 

acción y de potenciales postsinápticos (Hammond, 2014). Ambos eventos 

comparten un mismo mecanismo molecular, la transferencia de iones, 

principalmente Na+ y K+, a través de la membrana celular dando lugar a un potencial 

eléctrico en el medio extracelular (Hammond, 2014). Este potencial eléctrico es 

registrado por la matriz de microelectrodos de la placa MEA con una resolución 

temporal de milisegundos (Cabrera-García, 2017).  

 

Al existir una cubierta aislante entre los electrodos de la placa MEA y las neuronas, 

la detección de la señal eléctrica tiene un factor de atenuación que está dado por la 

neurona, el electrodo plano y el espacio entre ambas (Spira y Hai, 2013). Este factor 

de atenuación depende de la resistencia y conductancia de la neurona tanto en la 

parte que se encuentra en contacto con la placa como la parte que da al medio de 

cultivo, la impedancia del electrodo, y la resistencia que ejerce el medio de cultivo y 

la capa aislante (Spira y Hai, 2013). Cabrera-García (2017) indica que la mayoría 

de los sistemas MEA actuales registra sólo potenciales de acción con una amplitud 

que oscila entre 20 µV y 200 µV, y cuya amplitud real es de aproximadamente 100 

A B 
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mV, mientras que los potenciales postsinápticos no pasan el umbral de detección y 

no son registrados por el sistema MEA. 

 

2.5.3 Procesamiento y análisis de la señal eléctrica extracelular 
La señal eléctrica extracelular registrada por las placas MEA es amplificada por un 

factor de 1000x, convertida a señal digital y transmitida a un programa de interfaz 

de usuario en el ordenador (Warm, 2015). Esta señal amplificada y convertida es 

posteriormente filtrada por frecuencias y amplitudes establecidas de acuerdo con 

los eventos de interés que se deseen analizar. 

 

Para recuperar únicamente las señales eléctricas de los potenciales de acción y 

evitar interferencias con los potenciales de campo local, se aplica un primer filtro de 

frecuencia que comprende de 300 Hz a 3000 Hz. Por otro lado, el filtro de amplitud 

se calcula de forma individual a cada electrodo, y se ha establecido como 5 veces 

la desviación estándar de la señal eléctrica basal de acuerdo con observaciones de 

Cabrera-García (2017). La señal digital filtrada por frecuencia y amplitud es 

analizada de acuerdo con los parámetros que se listan en la Tabla 2.6. 
 

Tabla 2.6. Parámetros analizados por el programa MC_Rack del sistema MEA. 
Parámetro Descripción 

Potenciales por segundo Es la razón de potenciales de acción que pasan el filtro de 
amplitud por cada segundo. Su medición es en Hz. 

Ráfagas por minuto Son trenes rápidos de potenciales de acción (>3) en un tiempo 
establecido, seguidos por lapsos de quiescencia. 

Promedio de potenciales en 
ráfagas 

Es el promedio de potenciales de acción presentes en las 
ráfagas de cada electrodo. 

Duración de ráfagas Es el promedio de la duración de las ráfagas calculado en 
milisegundos. 

Intervalo entre ráfagas Es el promedio del tiempo transcurrido entre un evento de ráfaga 
y otro, medido en segundos. Son los lapsos de quiescencia. 

%Potenciales en ráfagas Es el porcentaje de los potenciales de acción que se encuentran 
dentro de las ráfagas. 

Intervalo entre potenciales Es el promedio del lapso transcurrido entre potenciales 
calculado en milisegundos. 
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El programa de interfaz de usuario MC_Rack de Multichannel Systems realiza el 

análisis de la señal digital filtrada por cada electrodo activado que no se encuentre 

conectado a tierra o desactivado. La selección de electrodos activos y los electrodos 

a tierra se selecciona mediante otro interfaz de usuario llamado MEA_Select, desde 

donde se pueden activar o desactivar electrodos para evitar la recolección de datos 

de electrodos dañados o sin presencia de actividad eléctrica extracelular. 

Finalmente, la recolección de los datos es utilizada para la caracterización de la 

actividad eléctrica extracelular mediante el análisis de los disparos y las ráfagas. 

 

Los disparos son los potenciales de acción registrados por el sistema MEA que han 

superado los filtros de frecuencia y amplitud. Mientras que una ráfaga se define 

como un tren rápido de tres o más potenciales de acción con una duración superior 

de 3 milisegundos seguido por un periodo de quiescencia de al menos 900 

milisegundos. Todas las neuronas muestran diferencias de patrones de ráfaga 

dependiendo de múltiples factores intrínsecos y extrinsecos al cultivo, así como 

cambios debido a estímulos fisicoquímicos externos, por lo que su duración, 

ocurrencia, y morfología son los parámetros comúnmente evaluados en toxicología. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
El ácido okadaico es una toxina marina producida por florecimientos algares nocivos 

y bioacumulada principalmente en el hepatopáncreas de moluscos bivalvos como 

vieiras, mejillones y ostiones. El consumo de bivalvos contaminados con ácido 

okadaico o dinofisistoxinas produce el envenenamiento diarreico. El 

envenenamiento diarreico por tóxinas marinas es sintomatológicamente similar a 

otras infecciones asociadas al consumo de mariscos con un lapso de recuperación 

de una semana, por lo que no ha existido un registro oficial de pacientes 

envenenados. Sin embargo, se ha estudiado el potencial tóxico del ácido okadaico 

más allá de su rol como toxina diarreica y se han encontrado efectos neurotóxicos, 

citotóxicos, genotóxicos, embriotóxicos y carcinogénicos.  

 

Debido a la importancia comercial de la pesca de moluscos bivalvos, la COFEPRIS 

mediante el Programa Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos monitorea 

periódicamente la concentración de toxinas marinas en las zonas de pesca de 

moluscos bivalvos estableciendo vedas sanitarias cuando sobrepasan los límites 

establecidos internacionalmente. Estas vedas sanitarias pueden tener duraciones 

de varios días hasta varias semanas, afectando la actividad comercial pesquera, y, 

por lo tanto, el desarrollo económico de la región.  

 

De las vedas sanitarias registradas entre el 2010 y el 2016, aproximadamente el 

24% se debió a las toxinas diarreicas. Por ello, se han propuesto distintos 

tratamientos y procesos para la reducción o eliminación del ácido okadaico en 

bivalvos, tales como la esterilización, la evisceración del hepatopáncreas, la 

ozonización, tratamientos con dióxido de carbono supercrítico, y la depuración 

natural o auxiliada con anfóteros. Sin embargo, estos procesos y tratamientos no 

resultan económicamente viables o alteran significativamente los atributos 

sensoriales del bivalvo fresco, dando lugar a la búsqueda de otros procesamientos.  
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El tratamiento con altas presiones hidrostáticas se ha utilizado en bivalvos para el 

aumento del rendimiento de la carne extraída, la inactivación de enzimas 

detrimentales y la disminución de la carga microbiana. Estudios realizados en el 

Tecnológico de Monterrey en colaboración con la Universidad de Oviedo han 

demostrado una reducción de la toxicidad del ácido okadaico en cultivos primarios 

de cerebelo de rata al ser tratado con APH (Rodríguez-Velazco, 2015; Hernández-

Ortega, 2017).  

 

La reducción de la toxicidad por el efecto de las APH puede ser potenciado mediante 

el tratamiento del OKA dentro matrices alimentarias que contengan proteínas u 

oligosacáridos que alteren las interacciones hidrofóbicas y electrostáticas de la 

toxina con el sitio activo de las proteínas fosfatasas, resultando en una disminución 

de la toxicidad. Por ello, se ha decidido profundizar en los efectos de las APH en la 

reducción de la toxicidad del ácido okadaico en dos sistemas modelo de bivalvos, 

estudio que no se ha reportado aún. 

 

En estudios anteriores se ha observado que el efecto neurodegenerativo del OKA 

en cultivos in vitro se presenta 12 h después de la exposición a la toxina. Múltiples 

mecanismos de toxicidad del OKA en neuronas han sido propuestos y evaluados 

mediante ensayos de viabilidad. No obstante, el efecto tóxico del OKA en la 

electrofisiología neuronal no se ha estudiado a profundidad, por lo que se ha 

decidido comparar el efecto de las APH en la toxicidad del OKA por medio de la 

evaluación de cambios en la electrofisiología neuronal. Los cambios en la 

electrofisiología neuronal se presentan antes que la apoptósis y dependen sólo de 

la alteración de los receptores involucrados en los potenciales de acción y 

postsinápticos. 
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4. HIPÓTESIS 
La tecnología de las altas presiones hidrostáticas (APH) disminuye la toxicidad del 

ácido okadaico (OKA) en extractos de paté de mejillón y mejillón liofilizado 

reconstituido evaluado mediante la determinación de viabilidad celular en un cultivo 

primario de células granulares de cerebelo de rata. La neurotoxicidad del OKA a 

diferentes concentraciones y tiempos también puede ser observado mediante la 

medición de los cambios en la actividad eléctrica extracelular de cultivos corticales 

de ratón determinados por un sistema de matrices de microelectrodos. 
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5. OBJETIVOS 
5.1 Objetivo general 
Evaluar el efecto neurodegenerativo del OKA presente en agua, extracto de paté de 

mejillón y extracto de mejillón liofilizado tratados con APH a 600 MPa durante 30 

min a 10ºC, por medio de la determinación de la viabilidad celular en cultivos de 

células granulares de cerebelo de rata Wistar, y cambios en la electrofisiología en 

cultivos de células corticales de ratón CD1. 

 

5.2 Objetivos específicos 
1. Evaluar el efecto neurodegenerativo del OKA en tres sistemas modelo (agua, 

paté de mejillón comercial y extracto de mejillón liofilizado reconstituido) 

tratados con APH mediante estudios de viabilidad celular empleando cultivos 

primarios de células de cerebelo de rata. 

2. Evaluar los cambios en la electrofisiología neuronal debido al OKA tratado 

con APH, mediante estudios en cultivos primarios de células corticales de 

ratón. 

3. Comparar los resultados de viabilidad celular y electrofisiología neuronal del 

OKA tratado con APH y no tratado.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
6.1 Plan de investigación 
Agua, paté y extracto de mejillón liofilizado con 2.5 µM de OKA fueron colocados en 

tubos de 400 µL, puestos en bolsas y sellados al vacío. Las muestras fueron 

tratadas a 600 MPa durante 30 min con una temperatura de proceso de 10ºC y 

congeladas a -20ºC mientras se analizaban. El paté de mejillón fue adquirido en un 

supermercado local en Oviedo, España, y su ficha técnica se muestra en el 

Apéndice III. El mejillón liofilizado fue obtenido y procesado en Canadá, 

caracterizado anteriormente por Novelli et al. (1992). 

 

Se evaluó el efecto neurodegenerativo del OKA tratado por APH en los modelos de 

estudio: agua, paté de mejillón y extracto de mejillón, utilizando cultivos primarios 

de células granulares de cerebelo de rata Wistar y los resultados se compararon 

con los mismos modelos sin tratamiento por APH. Los cultivos de 10, 12 y 22 días 

en incubación fueron expuestos a distintas concentraciones de OKA (2 nM, 5 nM, 

10 nM) provenientes de los tres modelos de estudio con y sin tratamiento por APH. 

Para evaluación de la morfología celular se utilizó microscopia óptica de contraste 

de fase, mientras que la determinación de la viabilidad celular se realizó mediante 

microscopía óptica fluorescente.  

 

La determinación de cambios en la electrofisiología neuronal se realizó utilizando 

cultivos corticales de ratón CD1, con 14 días en incubación, sembrados en placas 

MEA. Estos cultivos fueron expuestos a concentraciones de 1, 2 y 5 nM de OKA y 

evaluados a 0, 3, 20, 27, 30, 46 y 52 h en agua tratado y no tratado con APH. 

 

6.2 Preparación de sistemas modelo  
El estándar de ácido okadaico (O9381-25UG Sigma-Aldrich®) fue disuelto en etanol 

96% para obtener una solución madre con una concentración de 25 µg/mL 

equivalente a 31.05 µM de OKA. La solución madre se sonicó durante 30 minutos y 
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se almacenó a -20ºC hasta su uso. Los tres sistemas modelo (agua, paté de mejillón 

comercial y extracto de mejillón liofilizado reconstituido), se prepararon de la manera 

siguiente: 

• Para el sistema con agua destilada, a un microtubo de 400 µL se le agregaron 
250 µL de agua destilada desionizada Mili-Q y 22 µL de la solución madre de 

OKA para obtener una concentración final de 2.51 µM de OKA.  

• Para el sistema de paté de mejillón, se colocaron 5 gramos de paté de 

mejillones en 10 mL de agua destilada desionizada Mili-Q. La solución se 

sonicó durante 15 min y posteriormente se centrifugó a 1400 RCF durante 20 

min. Se tomaron 250 µL del sobrenadante no lipídico y se vertió en un 

microtubo de 400 µL al cual se le agregaron 22 µL de la solución madre de 

OKA para tener una concentración final de 2.51 µM de OKA.  

• Para el sistema del extracto liofilizado de mejillón, se tomó 1 g del liofilizado 

y se reconstituyó con 9 mL de agua destilada desionizada Mili-Q. La solución 

se sonicó durante 15 min y se centrifugó a 1400 RCF durante 6 min. Se 

tomaron 250 µL del sobrenadante y se vertieron en un microtubo de 400 µL 

al cual se le agregaron 22 µL de la solución madre de OKA para obtener una 

concentración final de 2.51 µM de OKA. 

 

Todas las muestras fueron sonicadas durante 30 min, selladas al vacío en bolsas 

de polietileno y congeladas a -20ºC hasta el momento de su tratamiento con APH. 

Finalmente, las muestras de 2.51 µM OKA tratadas y no tratadas con APH fueron 

llevadas a una concentración de 100 nM en un tubo de ensayo estéril de 5 mL. La 

dilución de las muestras se realizó con medio de cultivo BME descrito más adelante, 

sonicadas durante 5 min y congeladas a -20ºC hasta su uso. 

 

6.3 Tratamiento con altas presiones hidrostáticas 
Los sistemas modelo preparados fueron tratados a 600 MPa durante 30 min a una 

temperatura de proceso de 10ºC en un equipo ISO-LAB System (SW-IL-100-250-
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09W) de la marca Stansted®, ubicado en el Instituto de Ciencia y Tecnología de 

Alimentos y Nutrición (ICTAN), perteneciente al Consejo Superior de 

Investigaciones Científicas (CSIC) en Madrid, España. El tiempo para alcanzar la 

presión del proceso (CUT) fue de 288 s y el tiempo de descompresión (CDT) fue de 

52 s con una temperatura final de descompresión de -2ºC. El perfil de presión y 

temperatura del tratamiento se muestra en el Apéndice 1. 

 

6.4 Preparación de cultivo de neuronas granulares de cerebelo 
Los cultivos de células granulares y gliales se obtuvieron a partir del tejido neuronal 

del cerebelo de ratas con 7-8 días de edad (Rattus norvergicus cepa Wistar) 

proporcionadas por el bioterio de la Universidad de Oviedo. Los cultivos se 

prepararon siguiendo el protocolo establecido por Novelli et al. (1988). Las células 

fueron cultivadas en medio neuronal BME el cual fue preparado como se describe 

a continuación. 

 

6.4.1 Preparación de soluciones y medio de cultivo 
o Medio de cultivo neuronal BME 

El medio se preparó utilizando 500 mL de Basal Medium Eagle 1X (41010-026 

Gibco®) suplementado con 25 mM de KCl, 1% de B27 50X (17504-44 Gibco®), 10% 

de Suero Bovino Fetal inactivado por calor (Gibco®), 1 mL de Gentamicina 10 mg/mL 

(G1272 Sigma-Aldrich®) y 2 mM de Glutamina (G1251 Sigma-Aldrich®). Finalmente, 

el medio se sometió a agitación magnética durante 2 min. 

o KREBS 10X 

Se preparó la solución KREBS utilizando 500 mL de agua desionizada 

suplementada con NaCl 124 mM, KCl 5.4 mM, NaH2PO4 1 mM, D-glucosa 14.5 mM, 

HEPES 25 mM (H3375 Sigma-Aldrich®) y rojo de fenol 27 µM (P5530 Sigma-

Aldrich®). Finalmente, la solución KREBS 10X se sometió a agitación magnética 

durante 2 min y se equilibró a pH 7.4 con soluciones de NaOH y HCl 3M. 
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o Solución 1 

Se preparó la solución 1 utilizando 15 mL de la solución KREBS 10X y 135 mL de 

agua destilada desionizada Mili-Q suplementada con 0.45 g de suero de albúmina 

bovina (BSA A7030 Sigma-Aldrich®) y 1.23 mM de MgSO4·7H2O. Posteriormente, 

la solución 1 se equilibró a pH 7.4 con soluciones de NaOH y HCl 3 M. 

o Solución 2 

Se preparó la solución 2 utilizando 50 mL de la solución 1 suplementada con 12.5 

mg de tripsina (T9201 Sigma-Aldrich®). 

o Solución 3 

Se preparó la solución 3 utilizando 15 mL de la solución 1 suplementada con 1.2 mg 

de desoxirribonucleasa I (DN25 Sigma-Aldrich®), 7.8 mg de inhibidor de tripsina 

(T9128 Sigma-Aldrich®) y 2.8 mM de MgSO4·7H2O.  

o Solución 4 

Se preparó la solución 4 agregando 17 mL de la solución 1 y 8 mL de la solución 3. 

o Solución 5 

Se preparó la solución 5 utilizando 12.5 mL de la solución 1 suplementada con 0.1 

mM de CaCl2·2H2O y 2.5 mM de MgSO4·7H2O. 

o Solución de Poli-L-Lisina 

Se preparó una solución de 100 mL de poli-L-lisina (P1524 Sigma-Aldrich®) a una 

concentración de 5 µg/mL. 

 

Todas las soluciones y medios de cultivo fueron esterilizados utilizando una jeringa 

con filtro de membrana PES de 0.22 µm (Millex-GP®). 

 

6.4.2 Preparación de placas de cultivo 
Aproximadamente 30 placas Petri de 35 mm (Nunc®) fueron tratadas con 2 mL de 

la solución de poli-L-lisina durante 10 min para funcionalizar la superficie del plástico 

y facilitar la adherencia de las células sembradas a la placa. Posteriormente, la 

solución de poli-L-lisina fue retirada de las placas mediante una pipeta automática. 
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6.4.3 Extracción, disociación y preparación del cultivo neuronal 
Ratas Wistar de 7-8 días de nacidas se recogieron del Bioterio el mismo día de la 

elaboración del cultivo y fueron puestas bajo una lámpara de incubación hasta su 

sacrificio. Los utensilios de sacrificio se colocaron en tubos de 50 mL con 25 mL de 

una solución de etanol al 70%. Tanto el sacrificio como la preparación de cultivo se 

llevó a cabo dentro de una campana de flujo laminar. 

 

La decapitación de las ratas se realizó con tijeras quirúrgicas depositando las 

cabezas en una caja Petri de 150 mm de diámetro. Para la extracción del cerebelo 

se retiró la piel de la cabeza y se realizaron dos cortes desde el interior de la médula 

espinal hasta la posición de las orejas. Con una pinza se levantó el tejido 

cartilaginoso en dirección a los ojos para exponer el cerebelo y se sostuvo con el 

dedo índice. El cerebelo se retiró con pinzas y colocó en una placa Petri con 2 mL 

de solución 1 para su limpieza. Posteriormente, se retiraron las meninges y residuos 

celulares con dos pinzas quirúrgicas. Finalmente, los cerebelos limpios se 

traspasaron a otra placa Petri con 2 mL de solución 1.  

 

Al terminar los sacrificios, los tejidos limpios se pasaron a una placa Petri estéril y 

se sometieron a una disgregación mecánica durante 5 min con una cuchilla estéril 

hasta formar una pasta homogenizada. Esta pasta de células se resuspendió con 2 

mL de solución 1 y traspasó a un tubo estéril con 30 mL de solución 1 para ser 

centrifugada a 200 RCF por 1 min. El sobrenadante se descartó y el pellet se 

resuspendió con 30 mL de la solución 2. El tubo incubó a una temperatura de 37ºC 

con constante agitación durante 7 min para la tripsinización del tejido. El proceso de 

tripsinización fue detenido agregando 15 mL de la solución 3 y agitando durante 1 

min. Después de la agitación, la solución se centrifugó a 200 RFC por 1 min. El 

sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió con 5 mL de solución 4. El 

pellet resuspendido se disgregó mecánicamente con una pipeta Pasteur de ojo 

reducido (30 veces) y transfirió a un tubo estéril de 15 mL. A este tubo se le agregó 
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la solución 5 hasta obtener un aforo de 12 mL y se dejó reposar por 5 min. 

Finalmente, la solución se centrifugó a 200 RFC por 5 min, se descartó el 

sobrenadante y el pellet se resuspendió en 100 mL de medio de cultivo neuronal 

BME en un frasco estéril. 

 

La densidad celular se estimó mediante un conteo celular con la cámara de 

Neubauer y el cultivo neuronal se ajustó a una densidad ~1x106 células/mL con 

medio de cultivo neuronal BME. Una vez ajustada la densidad celular, se vertieron 

2 mL de cultivo en cada placa Petri pretratada y se incubaron a 37ºC, 5% CO2 y 

100% de humedad relativa. Para impedir la replicación de células no neuronales, se 

añadió una concentración de 10 µM de arabinofuranósido de citosina 24 h después 

de la preparación del cultivo. Las placas fueron suplementadas periódicamente con 

una solución de glucosa reabasteciendo la fuente de carbón (5.6 mM en placa). 

 

6.5 Preparación de cultivo de neuronas corticales  
El cultivo de células corticales y gliales se obtuvieron a partir del tejido neuronal de 

la corteza cerebral de ratones neonatales de hasta 1 día de nacidos (Mus musculus 

CD1) proporcionados por el Bioterio de la Universidad de Oviedo y siguiendo el 

protocolo descrito por Cabrera-García (2017). Las células fueron cultivadas en 

medio neurobasal el cual fue preparado como se describe a continuación. 

 

6.5.1 Preparación de soluciones y medio de cultivo 
o Medio de cultivo neurobasal 

Se preparó el medio de cultivo utilizando 500 mL de Neurobasal-A Medium (10888-

022 Gibco®) suplementado con 5 mM de KCl estéril, 1% de B27 50X (17504-44 

Gibco®), 1 mL de Gentamicina 10 mg/mL (G1272 Sigma-Aldrich®) y 2 mM de 

Glutamina (G1251 Sigma-Aldrich®). 
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o KREBS 10X 

Se preparó la solución KREBS utilizando 500 mL de agua desionizada 

suplementada con NaCl 124 mM, KCl 5.4 mM, NaH2PO4 1 mM, D-glucosa 14.5 mM, 

HEPES 25 mM (H3375 Sigma-Aldrich®) y rojo de fenol 27 µM (P5530 Sigma-

Aldrich®). Finalmente, la solución KREBS 10X se sometió a agitación magnética 

durante 2 min y se equilibró a pH 7.4 con soluciones de NaOH y HCl 3M. 

o Solución 1 

Se preparó la solución 1 utilizando 15 mL de la solución KREBS 10X y 135 mL de 

agua destilada desionizada Mili-Q suplementada con 0.45 g de suero de albúmina 

bovina (BSA A7030 Sigma-Aldrich®) y 1.23 mM de MgSO4·7H2O. La solución 1 se 

equilibró a pH 7.4 con soluciones de NaOH y HCl 3 M. 

o Solución 2 

Se preparó la solución 2 utilizando 50 mL de la solución 1 suplementada con 12.5 

mg de tripsina (T9201 Sigma-Aldrich®). 

o Solución 3 

Se preparó la solución 3 utilizando 15 mL de la solución 1 suplementada con 1.2 mg 

de desoxirribonucleasa I (DN25 Sigma-Aldrich®), 7.8 mg de inhibidor de tripsina 

(T9128 Sigma-Aldrich®) y 2.8 mM de MgSO4·7H2O.  

o Solución 4 

Se preparó la solución 4 agregando 17 mL de la solución 1 y 8 mL de la solución 3. 

o Solución 5 

Se preparó la solución 5 utilizando 12.5 mL de la solución 1 suplementada con 0.1 

mM de CaCl2·2H2O y 2.5 mM de MgSO4·7H2O. 

o Solución de Poli-L-Lisina 

Se preparó una solución de 100 mL de poli-L-lisina (P1524 Sigma-Aldrich®) a una 

concentración de 5 µg/mL.  

 

Todas las soluciones fueron esterilizadas utilizando una jeringa con filtro de 

membrana PES de 0.22 µm (Millex-GP®). 
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6.5.2 Preparación de placas MEA 
Placas de cultivo MEA modelo 60MEA200/30iR-Ti de la compañía Multichannel 

Systems® fueron previamente esterilizadas en la autoclave y tratadas con 1 mL de 

la solución de poli-L-lisina durante 10 min. Posteriormente, la solución fue retirada 

de las placas mediante una pipeta automática. Con el fin de concentrar la cantidad 

de células sembradas en la parte central de la placa, se utilizaron insertos de 

plástico descritos por Cabrera-García (2017). Estos insertos permitieron optimizar 

la densidad celular sobre los electrodos de la placa MEA. 

 

6.5.3 Extracción, disociación y preparación del cultivo neuronal 

Las crías de ratones con 1 día de edad se recogieron del Bioterio el mismo día de 

la elaboración del cultivo y fueron puestas bajo una lámpara de incubación hasta su 

sacrificio. Los utensilios de sacrificio se colocaron en tubos de 50 mL con 25 mL de 

una solución de etanol al 70%. Tanto el sacrificio como la preparación del cultivo se 

llevó a cabo dentro de una campana de flujo laminar. 

 

La decapitación de los ratones se realizó con tijeras quirúrgicas depositando las 

cabezas en una caja Petri de 150 mm de diámetro. Para la extracción del cerebelo 

se retiró la piel de la cabeza y se realizaron dos cortes desde el interior de la médula 

espinal hasta la posición de las orejas utilizando tijeras Noyes. Con una pinza se 

levantó el tejido cartilaginoso en dirección a los ojos para exponer el cerebelo y se 

sostuvo con el dedo índice. El cerebro entero se retiró con pinzas quirúrgicas desde 

la parte inferior y se colocó en una placa Petri estéril. Con una microespátula se 

abrió el cerebro desde la cisura longitudinal y se realizó la separación de la corteza. 

Posteriormente, el tejido de la corteza se colocó en una placa Petri con 2 mL de 

solución 1 para su limpieza. Con ayuda de un microscopio óptico dentro de la 

campana, se retiraron las meninges y los residuos de piel con dos pinzas 

quirúrgicas. Finalmente, los tejidos corticales limpios se traspasaron a otra placa 

Petri con 2 mL de solución 1. 
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Al terminar los sacrificios, los tejidos limpios se pasaron a una placa Petri estéril y 

se disgregaron mecánicamente durante 5 min con una cuchilla estéril hasta formar 

una pasta homogenizada. Esta pasta de células se resuspendió con 2 mL de 

solución 1 y traspasó a un tubo estéril con 30 mL de solución 1 para ser centrifugada 

a 200 RCF por 1 min. El sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió con 

30 mL de la solución 2. El tubo se incubó a una temperatura de 37ºC con constante 

agitación durante 5 min exactos para la tripsinización del tejido. El proceso de 

tripsinización se detuvo agregando 15 mL de la solución 3 y agitando manualmente 

por 1 min. Después de la agitación, la solución se centrifugó a 200 RFC por 1 min. 

El sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió con 5 mL de solución 4. El 

pellet resuspendido se disgregó mecánicamente con una pipeta Pasteur de ojo 

reducido (15 veces) y se transfirió a un tubo estéril de 15 mL. A este tubo se le 

agregó la solución 5 hasta obtener un aforo de 12 mL y se dejó reposar por 5 min. 

Finalmente, la solución se centrifugó a 200 RFC por 5 min, se descartó el 

sobrenadante y el pellet se resuspendió en 20 mL de medio de cultivo neurobasal 

en un tubo estéril. 

 

La densidad celular se estimó mediante un conteo celular con la cámara de 

Neubauer y el cultivo neuronal se ajustó a una densidad ~1.5x106 células/mL con 

medio de cultivo neurobasal. Una vez ajustada la densidad celular, se vertieron 500 

µL de cultivo dentro del inserto de las placas MEA pretratadas y se incubaron a 

37ºC, 5% CO2 y 100% de humedad relativa durante 1 h. Posteriormente, se retiraron 

los insertos, se agregó 1 mL de medio neurobasal, se cubrieron con tapas de placas 

Petri de 35 mm y se incubaron a 37ºC, 5% CO2 y 100% de humedad relativa. A las 

placas MEA no se les añadió un agente citostático y se les cambió la mitad del 

medio de cultivo cada 7 días. 
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6.6 Exposición de cultivos granulares a diferentes concentraciones de 
OKA 
Se utilizaron placas con cultivos granulares entre 10 y 22 días en incubación, 

ajustando el volumen del medio a 1 mL. Previo a la administración de las soluciones 

de OKA, a las placas se les agregó una concentración de 2 µM de dizocilpina (MK-

801) para evitar una toxicidad derivada del glutamato presente en los extractos de 

mejillón liofilizado y paté de mejillón. Los cultivos granulares fueron expuestos a 

concentraciones de 10 nM, 5 nM y 2 nM de OKA tratado y no tratado con APH 

durante 24, 48, 72 y 96 h, dependiendo de la matriz alimentaria. La administración 

del OKA se llevó a cabo por el borde de la placa para evitar toxicidad por arrastre 

celular. Posteriormente, se homogenizó el cultivo con la solución de OKA mediante 

ligeros movimientos horizontales y verticales antes de ser almacenados en la 

incubadora a 37ºC, 5% CO2 y 100% de humedad relativa. Para los controles se 

utilizó agua, extracto de mejillón y paté sin OKA en las mismas concentraciones que 

los tratamientos. Todas las pruebas fueron realizadas por duplicado. 

 

6.7 Administración de OKA a placas MEA con cultivos corticales 
Se utilizaron placas MEA de 13 y 15 días en incubación y se ajustó el volumen del 

medio a 1 mL. Para evitar una contaminación durante el registro de la señal 

eléctrica, a las placas MEA se les colocó una tapa con una cubierta de fluoroetileno-

propileno (FEP). Debido a que la densidad neuronal sobre los electrodos no es 

equivalente en todas las placas, como control se tomó la primera medición de la 

actividad eléctrica extracelular. Posteriormente, se agregó una concentración de 1, 

2 y 5 nM de OKA tratado y no tratado a cada placa MEA y se registró la actividad 

eléctrica a 0, 1, 3, 12, 20, 27, 30, 46 y 52 h.  

 

6.8 Determinación de la morfología y la viabilidad celular 
El estudio de morfología y supervivencia celular en los cultivos neuronales se realizó 

con una tinción fluorescente con diacetato de fluoresceína y bromuro de etidio para 

su posterior observación mediante microscopio óptico de fluorescencia. El bromuro 
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de etidio se intercaló en el ADN tiñendo de rojo los núcleos de células muertas y 

células vivas. No obstante, las esterasas de la células vivas hidrolizaron el diacetato 

de fluoresceína retenido en la membrana tiñendo de verde fluorescente la 

membrana, opacando el color rojo del bromuro de etidio, y permitiendo distinguir las 

células muertas de las células vivas. Debido a que las células gliales y fibroblastos 

también son teñidos por los tintes vitales, el conteo se realizó manualmente 

descartando las células con morfología diferente a la granular. 

 

6.8.1 Preparación de soluciones 

o Solución de Locke 

Se preparó la solución de Locke utilizando 500 mL de tampón fosfato salino (PBS) 

10X (P5493 Sigma-Aldrich®) suplementado con NaCl 154 mM, KCl 5.6 mM, glucosa 

5.6 mM, HEPES 8.6 mM, MgCl2 1 mM y CaCl2·2H2O 2.4 mM. Posteriormente, la 

solución de Locke se equilibró a pH 7.4 con soluciones de NaOH y HCl 3 M, se agitó 

por 1 min y se esterilizó con filtro de membrana PES de 0.22 µm. 

o Solución de diacetato de fluoresceína 

La solución de diacetato de fluoresceína se preparó disolviendo 10 mg de diacetato 

de fluoresceína (F7378 Sigma-Aldrich®) en 2 mL de acetona. 

 

6.8.2 Conteo celular 

Se agregaron 15 µL de la solución de diacetato de fluoresceína al medio de las 

placas y se incubó a 37ºC por 10 min. Posteriormente, se les añadió 10 µL de 

bromuro de etidio (E1510 Sigma-Aldrich®) y se incubaron por 2 min. Se aspiró todo 

el medio con los tintes fluorescentes e inmediatamente se reemplazó con 1 mL de 

solución de Locke vertiéndolo por el borde de la placa. Los cultivos se observaron 

mediante un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus IMT-2) adaptado a 

una cámara fotográfica (Olympus E-330). Se fotografiaron distintos campos al azar 

y se procedió al recuento de células vivas (verdes) y células muertas (corpúsculos 

rojos) mediante el programa ImageJ (versión 1.52k). Las fotografías fueron 
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procesadas utilizando la herramienta “Process > Image Calculator > Operation > 

Add” para luego realizar el conteo manual con “Multi-point”. La determinación de la 

viabilidad celular se expresó en valor porcentual, dividiendo el número de neuronas 

vivas entre la cantidad total de neuronas (vivas y muertas) contabilizadas en cada 

fotografía. 

 

6.9 Determinación de la electrofisiología neuronal mediante el sistema 
de matrices de microelectrodos 
El equipo utilizado para la detección de la señal eléctrica extracelular de los cultivos 

corticales fue el USB-MEA-System de la compañía alemana Multichannel Systems® 

que comprendió los siguientes elementos: la placa MEA, el amplificador MEA-1060, 

la tarjeta de adquisición de datos USB-ME64, el termostato TC02, el estimulador 

STG 4002 y el ordenador con los programas de interfaz de usuario necesarios para 

el manejo del equipo y registro de los datos. 

 

6.9.1 Registro de la señal eléctrica extracelular 
Para el registro de la señal, se ajustó el volumen de la placa MEA a 1 mL y se le 

colocó la tapa con cubierta FEP, limitando la pérdida de CO2 del cultivo y evitando 

una contaminación con el medio ambiente. Posteriormente, la placa se situó dentro 

del amplificador y mediante el programa MC_Rack se estabilizó la señal. Debido a 

que la actividad eléctrica extracelular no es similar entre placas MEA, se tomó como 

control el primer registro la señal durante 200 s. Para la evaluación de los efectos 

del OKA tratado y no tratado, se agregaron 10, 20 y 50 µL de OKA a 100 nM para 

obtener concentraciones finales de 1, 2 y 5 nM respectivamente. Finalmente, se 

registraron 200 s de la señal eléctrica a las 0, 1, 3, 12, 20, 27, 30, 46 y 52 h. 
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6.9.2 Análisis de la señal eléctrica extracelular 
Los datos del registro de la señal eléctrica extracelular se exportaron en un archivo 

“*.dat” para la cuantificación de potenciales y de ráfagas. Previo a la exportación de 

los datos, se definieron las ráfagas de acuerdo con los siguientes parámetros: 

§ Intervalo máximo entre potenciales para comenzar una ráfaga: 0.2 s 

§ Intervalo máximo entre potenciales dentro de una ráfaga: 0.3 s 

§ Intervalo mínimo entre ráfagas: 0.9 s 

§ Duración mínima de una ráfaga: 0.003 s 

§ Número mínimo de potenciales en una ráfaga: 3 

 

El archivo exportado contuvo los datos de los 60 electrodos con los parámetros 

listados en la Tabla 2.6. De estos parámetros, solamente se analizaron la frecuencia 

media de los potenciales, el promedio de ráfagas por minuto, la duración media de 

las ráfagas y el promedio del intervalo entre ráfagas. No obstante, solo se 

consideraron los datos correspondientes a los electrodos que tuvieran más de 3 

potenciales por minuto y al menos 1 ráfaga por cada minuto. 

 

6.10 Análisis estadístico de resultados 
Los resultados obtenidos de los cultivos granulares para la determinación de 

viabilidad celular fueron tratados mediante el programa RStudio (versión 1.1.419) y 

Microsoft® Excel (versión 16.29). Se determinó la diferencia de medias mediante la 

prueba paramétrica estudentizada para diferencias de medias con varianza 

poblacional desconocida modificada por Welsh-Satterthwaite para varianzas 

muestrales distintas. También se determinó la diferencia de medias mediante la 

prueba no paramétrica para diferencias de medias U de Mann-Whitney para los 

datos que no cumplían el supuesto de normalidad de acuerdo con la prueba de 

Shapiro-Wilk. El valor-p (<0.01), la potencia y la d de Cohen sólo se reportó cuando 

la prueba resultó significativa. 
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Los resultados obtenidos de los cultivos corticales para la determinación de la 

actividad eléctrica extracelular fueron tratados mediante el programa RStudio 

(versión 1.1.419), MC_Rack (versión 4.5.16) y Microsoft® Excel (versión 16.29). Se 

determinó el análisis de varianza (ANOVA) con la prueba estudentizada de 

Newman-Keuls (alfa: 0.01). El valor-p sólo fue reportado cuando fue significativo 

(<0.01).  

 

El análisis exploratorio de los datos (AED) utilizados en la determinación de la 

viabilidad celular se muestra en el Apéndice II. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
7.1 Evaluación toxicológica del extracto de paté de mejillón y el extracto 
de mejillón liofilizado 
La exposición de cultivo neuronal granular de 10 días en incubación a una 

concentración de 1.4% de extracto de paté de mejillón y 0.4% de extracto de mejillón 

liofilizado durante un periodo de 72 h no causó cambios morfológicos en las 

neuronas, dendritas o células gliales como se aprecia en la Figura 7.1. Las 

concentraciones de ambos extractos fueron las mismas que en las exposiciones 

con OKA tratado y no tratado con APH. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.1. Fotomicrografías de fluorescencia de cultivos granulares de cerebelo de 10 días 

en incubación expuestos durante 72 h a (A) extracto de paté de mejillón 1.4% m/m y (B) 
extracto de mejillón liofilizado 0.4% m/m. El control se muestra en la imagen (C). 

 

La determinación de la viabilidad celular indicó una supervivencia del 92.4±0.9% en 

el extracto de paté de mejillón, 90.1±1.3% en el extracto de mejillón liofilizado y 

94.11±1.1% en el control, como se muestra en la Figura 7.2. El análisis estadístico 

no mostró una diferencia significativa en el promedio de viabilidad celular entre el 

cultivo expuesto al extracto de paté de mejillón y el control.  

 

Para evitar una sobreestimación de la toxicidad del OKA por los aminoácidos 

excitadores de los extractos de mejillón, los cultivos granulares de cerebelo fueron 

pretratados con MK-801 a una concentración de 2 µM.  

A B C 
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Figura 7.2. Viabilidad celular de los cultivos granulares expuestos a los extractos de paté 

de mejillón (1.4% m/m) y mejillón liofilizado (0.4% m/m) previamente tratados con 2 µM de 

MK-801. 
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7.2 Efecto del tratamiento de APH sobre la toxicidad de OKA a 10 nM en 
agua, extracto de mejillón liofilizado y extracto de paté de mejillón 
después de 24 h de exposición a la toxina 
La exposición del cultivo granular de 10 días en incubación a una concentración de 

10 nM de OKA durante 24 h, tratado y no tratado con APH mostró una toxicidad 

absoluta para los tres sistemas estudiados, como se aprecia en las fotomicrografías 

de contraste de fase en la Figura 7.3. En ella se observa la fragmentación de 

neuritas y aparición de corpúsculos debido a la muerte celular. Las células 

sobrevivientes al tratamiento fueron identificadas como células gliales y fibroblastos, 

los cuales también mostraron señales de toxicidad. 

 

Fernández-Sánchez et al. (1991) realizaron una curva de supervivencia celular de 

cultivos primarios de cerebelo de rata expuestos durante 24 h a diferentes 

concentraciones de OKA sin tratar. Reportaron una viabilidad celular por debajo del 

40% en cultivos de cerebelo de 11 días en incubación expuestos a 7.5 nM durante 

24 h con una neurodegeneración total a las 48 h. Este estudio se asemeja a la 

viabilidad obtenida en agua no tratada a 10 nM, que alcanzó una toxicidad absoluta 

a las 24 h de exposición en un cultivo de 10 días en incubación.  

 

Candeo et al. (1992) sugieren que el efecto neurodegenerativo del ácido okadaico 

en cultivos primarios de cerebelo se debe a la inhibición de las proteínas fosfatasas 

por el tratamiento prolongado con OKA. La pérdida de la funcionalidad de las 

neuronas debido a la hiperfosforilación de proteínas responsables de la regulación 

de funciones neuronales importantes da lugar a la muerte celular. La determinación 

de viabilidad celular por tinción fluorescente no se realizó debido a la inexistente 

cantidad de neuronas viables observadas en el microscopio de contraste de fase. 
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Figura 7.3. Fotomicrografías de contraste de fase de cultivos granulares de cerebelo de 
rata con 10 días en incubación expuestos durante 24 h a una concentración de 10 nM de 

OKA tratado y no tratado con APH en los sistemas de agua, extracto de paté de mejillón y 
extracto de mejillón liofilizado.  
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7.3 Efecto del tratamiento de APH sobre la toxicidad de OKA a 5 nM en 
agua y extracto de paté de mejillón durante 48 h de exposición a la toxina 
La exposición del cultivo granular de 12 días en incubación a una concentración de 

5 nM de OKA durante 48 h tratado con APH también mostró una toxicidad absoluta 

en las matrices de agua y extracto de paté de mejillón, como se aprecia en las 

fotomicrografías mostradas en la Figura 7.4. Las fotomicrografías de fluorescencia 

revelaron una completa desintegración de las neuritas y muerte celular. No 

obstante, los efectos degenerativos de la toxina tratada en APH en las células no 

neuronales fueron mayores en la matriz de agua que en la matriz de paté de mejillón. 

La determinación de viabilidad celular y su análisis estadístico no se realizaron 

debido a la inexistente cantidad de neuronas viables observadas en las 

fotomicrografías de fluorescencia. 

 

En el caso del agua, estos resultados son similares a los obtenidos en previos 

estudios realizados por Hernández-Ortega (2017), quien observó una viabilidad 

celular inferior al 5% en cultivos primario de cerebelo tras ser expuestos a 5 nM de 

OKA durante 48 h tratado y no tratado con APH a 600 MPa por 30 min a 10ºC.  

 

Por otro lado, en estudios con OKA sin tratar, se reportó una nula supervivencia 

neuronal en cultivos primarios de cerebelo de 11 días en incubación después de 48 

h de exposición a 5 nM de OKA (Fernández-Sánchez et al. 1991). Fernández-

Sánchez et al. (2013) también reportaron que no existe una diferencia significativa 

en la viabilidad celular de cultivos neuronales al ser expuestos a 5 nM de OKA 

durante 24 y 48 h. Sin embargo, indicaron que, a esta concentración de toxina, la 

viabilidad y la morfología de las células no neuronales no son afectadas.  
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Figura 7.4. Fotomicrografías de contraste de fase y fluorescencia de cultivos granulares de 
cerebelo de rata con 12 días en incubación expuestos durante 48 h a una concentración de 

5 nM de OKA tratado con APH en agua y extracto de paté de mejillón. 
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7.4 Efecto del tratamiento de APH sobre la toxicidad de OKA a 2 nM en 
agua y extracto de mejillón liofilizado expuesto a la toxina durante 72 h 
Los cultivos de neuronas granulares de 22 días en incubación fueron expuestas a 

una concentración de 2 nM de OKA durante 72 h en matrices de agua, extracto de 

mejillón liofilizado y extracto de paté de mejillón tratadas y no tratadas con APH. Las 

fotomicrografías de contraste de fase no mostraron diferencias en la supervivencia 

celular entre los tratamientos, ni entre las matrices alimentarias, como se aprecia en 

las Figuras 7.5 y 7.6 (para extractos tratados y no tratados con APH 

respectivamente). No obstante, el incremento en la degradación de las redes 

neuronales y del número de células muertas es visible al aumentar el tiempo de 

exposición de la toxina tratada y no tratada con APH. 

 

En las fotomicrografías de fluorescencia mostradas en la Figura 7.7 se puede 

observar la supervivencia celular en los tratamientos de agua y extracto de mejillón 

liofilizado. Todas las muestras del extracto de paté de mejillón presentaron signos 

de contaminación a las 72 h de exposición a la toxina por lo que no se determinó su 

viabilidad. La viabilidad celular de las muestras expuestas a 2 nM de OKA durante 

72 h indicó una supervivencia del 83.2±1.1% en agua tratado con APH, 79.7±0.9% 

en agua no tratado; 52.6±4.4% en extracto de mejillón liofilizado tratado con APH, 

54.2±3.8% en extracto de mejillón liofilizado no tratado y 92.5±1.8% en el control, 

como se muestra en la Figura 7.8. El análisis estadístico ANOVA fue significativo 

(valor-p: 2.6x10-12), pero la prueba de diferencia de medias (Newman-Keuls) no 

mostró diferencias significativas entre la viabilidad celular de la toxina tratada y no 

tratada con APH. Estos resultados fueron corroborados mediante una prueba 

estudentizada de comparación de medias que indicó una diferencia significativa en 

la viabilidad celular del tratamiento de OKA 2 nM en agua tratado con APH y no 

tratado (valor-p: 0.0016, d Cohen: 3.32, potencia: 0.99). Sin embargo, esta 

diferencia de 3.4% detectada por la prueba estadística no fue concluyente para 

asegurar la ventaja del tratamiento con APH.  
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Figura 7.5. Fotomicrografías de contraste de fase de cultivos granulares de cerebelo de 
rata con 22 días en incubación expuestos durante 72 h a una concentración de 2 nM de 

OKA en agua, extracto de mejillón liofilizado y extracto de paté de mejillón. 
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Figura 7.6. Fotomicrografías de contraste de fase de cultivos granulares de cerebelo de 
rata con 22 días en incubación expuestos durante 72 h a una concentración de 2 nM de 

OKA tratado con APH en agua y extracto de mejillón liofilizado. 

 

La viabilidad de los cultivos expuestos a la toxina en extracto de mejillón liofilizado 

tratado y no tratado con APH fue inferior al tratamiento en agua, como se observa 

en las micrografías de fluorescencia (Figura 7.7). La toxicidad potenciada por el 

extracto de mejillón liofilizado se pudo deber a la exposición de las neuronas a 

compuestos excitotóxicos de la matriz alimentaria después del efecto necrótico del 
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ácido okadaico. Arias et al. (2002) observaron que los antagonistas de los 

receptores NMDA no protegen de la neurodegeneración producida por el OKA. Sin 

embargo, encontraron que la inhibición de las PPP por efecto del OKA aumenta la 

fosforilación de la subunidad del receptor NMDA NR2B. 

 

 2 nM OKA sin tratar 2 nM OKA tratado con APH 
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liofilizado 

  

Control 

 

Figura 7.7. Fotomicrografías de fluorescencia de cultivos granulares de cerebelo de rata 

con 22 días en incubación expuestos durante 72 h a una concentración de 2 nM de OKA 
tratado y no tratado con APH en agua y extracto de mejillón liofilizado. 
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Figura 7.8. Viabilidad celular de los cultivos granulares expuestos durante 72 h a 2 nM de 

OKA en agua y extracto de mejillón liofilizado no tratado y tratado con APH. Letras idénticas 
indican medias de viabilidad estadísticamente similares de acuerdo con la prueba post hoc 

de Newman-Keuls.  

 
Por otro lado, Fernández-Sánchez et al. (1991) demostraron una dependencia entre 

la toxicidad del OKA y la edad del cultivo neuronal. Observaron una viabilidad celular 

superior al 80% en un cultivo neuronal de 19 días en incubación expuestos a 1 nM 

de OKA durante 48 h. Esta supervivencia celular fue menor que la obtenida en la 

exposición de 2 nM de OKA no tratado con APH durante 72 h, por lo que se decidió 

repetir el estudio. 
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7.5 Efecto del tratamiento de APH sobre la toxicidad de OKA a 2 nM en 
agua y extracto de paté de mejillón después de 24 h de exposición a la 
toxina 
Los cultivos de neuronas granulares de 10 días en incubación fueron expuestas a 

una concentración de 2 nM de OKA durante 24 h en matrices de agua y extracto de 

paté de mejillón tratadas y no tratadas con APH. Las fotomicrografías de 

fluorescencia mostradas en la Figura 7.9, indicaron degradación de dendritas y 

corpúsculos teñidos con bromuro de etidio revelando muerte celular. La viabilidad 

celular de los cultivos expuestos a 2 nM de OKA durante 24 mostraron una 

supervivencia del 59.6±3.6% en agua no tratado, 71.9±3.3% en agua tratado con 

APH; 50.6±2.7% en extracto de paté de mejillón no tratado, 63.6±2.3% en extracto 

de paté de mejillón tratado con APH y 95.3±0.3% en el control, como se observa en 

la Figura 7.10.  

 

El análisis estadístico ANOVA fue significativo (valor-p: 5.9x10-12) y la prueba de 

Newman-Keuls mostró diferencias significativas entre las exposiciones a 2 nM OKA 

en agua y extracto de paté de mejillón no tratados y los tratados con APH. Estos 

resultados se rectificaron mediante una prueba estudentizada que mostró 

diferencias significativas en la viabilidad celular del tratamiento de OKA 2 nM en 

agua tratado con APH y no tratado (valor-p: 0.0012, d Cohen: 3.53, potencia: 0.99), 

y del tratamiento de OKA 2 nM en extracto de paté de mejillón tratado con APH y 

no tratado (valor-p: 0.00018, d Cohen: 5.07, potencia: 0.99). Además, la viabilidad 

celular obtenida de la exposición durante 24 h del OKA en agua no tratado a 2 nM 

(59.6%) es similar al reportado por Fernández-Sánchez et al. (1991) del 65% en 

cultivos de cerebelo de 11 días de incubación. 

 

Las APH lograron reducir la toxicidad de 2 nM de OKA en agua en un 12%, al igual 

que en el modelo de paté de mejillón. No obstante, esta reducción de la toxicidad 

del OKA en agua fue menor a la observada por Hernández-Ortega (2017) a 5 nM 

mostrado en la Tabla 2.5. 



 72 

 2 nM OKA no tratado 2 nM OKA tratado con APH 

Agua 

  

Extracto de 
paté de 
mejillón 

  

Control 

 

Figura 7.9. Fotomicrografías de fluorescencia de cultivos granulares de cerebelo de 10 días 
en incubación expuestos durante 24 h a una concentración de 2 nM de OKA tratado y no 

tratado con APH en agua y extracto de paté de mejillón. 

 

La reducción de la toxicidad del OKA en agua y paté de mejillón por el efecto de las 

APH fue similar. Por lo que se puede proponer que el tratamiento de la toxina en 

altas presiones dentro de un sistema modelo alimentario no presenta alteraciones 

en su estructura o interacciones con las biomoléculas de los modelos estudiados 

que disminuyan su toxicidad. Sin embargo, esta reducción del 12% no se observó 
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en el extracto de mejillón liofilizado, mostrado en la Figura 7.7, pero este fenómeno 

se pudo deber al tiempo de exposición a la toxina, que dio lugar a distintas etapas 

de neurodegeneración en periodos de exposición más prolongados. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.10. Viabilidad celular de los cultivos granulares expuestos durante 24 h a 2 nM de 
OKA en agua y extracto de paté de mejillón no tratado y tratado con APH. Letras idénticas 

indican medias de viabilidad estadísticamente similares de acuerdo con la prueba post hoc 
de Newman-Keuls. La diferencia estadística de la toxicidad del OKA en agua no tratado y 

tratado con APH fue significativa con un valor-p: 0.0012, d Cohen: 3.53 y una potencia de 

0.99; también existió una diferencia estadística significativa entre la toxicidad del OKA en 
paté no tratado y tratado con APH con un valor-p: 0.00018, d Cohen: 5.07 y una potencia 

de 0.99. 
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7.6 Efecto del tratamiento de APH sobre la toxicidad de OKA a 5 nM 
evaluada mediante cambios en la actividad eléctrica espontánea de las 
neuronas corticales en cultivo 
Un cultivo de neuronas corticales de 14 días en incubación fue expuesto a una 

concentración de 5 nM de OKA tratado y no tratado con APH y su actividad eléctrica 

extracelular fue registrada a 0, 1 y 12 h después de la exposición a la toxina. Como 

se puede apreciar en la Figura 7.11, después de 1 h de exposición a 5 nM de OKA 

hubo una disminución total del registro de la señal eléctrica extracelular. Se descartó 

la posibilidad de muerte celular por arrastre debido a que la cantidad de electrodos 

activos no disminuyó después de agregar la toxina. Para el conteo de número de 

electrodos activos y ráfagas, se consideraron los electrodos con al menos 10 

potenciales y 3 ráfagas por cada minuto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.11. Electrodos activos y con ráfagas en un cultivo de neuronas corticales durante 
la exposición a 5 nM de OKA tratado y no tratado con APH a 0, 1 y 12 h. 

 

La reducción total de la señal a las 12 h de exposición se debió a una toxicidad 

absoluta en las neuronas corticales sembradas en las placas MEA a 5 nM de OKA 

tratado y no tratado con APH, como se observa en las micrografías de fluorescencia 

de la Figura 7.12. Las células sobrevivientes fueron identificadas como células 
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gliales y fibroblastos. Esta toxicidad absoluta del OKA a 5 nM en agua es similar a 

la obtenida previamente en los cultivos de células granulares de cerebelo de rata. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.12. Fotomicrografías de fluorescencia de cultivos corticales de ratón sembrados 
en placas MEA expuestos durante 12 h a una solución acuosa de 5 nM de OKA tratado (A) 

y no tratado (B) con APH. 

 

A diferencia del ensayo de viabilidad celular con los cultivos de cerebelo, el sistema 

MEA logró detectar la neurotoxicidad de 5 nM de OKA a partir de 1 h de exposición. 

Esto representa una ventaja sobre los bioensayos tradicionales que necesitan 

periodos prolongados para realizar evaluaciones toxicológicas. No obstante, la 

determinación de la neurotoxicidad del OKA en los extractos de mejillón liofilizado y 

paté de mejillón no fue posible mediante el sistema MEA debido a la necesidad de 

agregar un antagonista del receptor NMDA, como el MK-801, que sirve como 

neuroprotector ante el efecto excitotóxico del glutamato de los extractos, pero que 

también bloquea la actividad eléctrica extracelular. 

A B 
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7.7 Efecto del tratamiento de APH sobre la toxicidad de OKA a 2 nM 
evaluada mediante cambios en la actividad eléctrica espontánea de las 
neuronas corticales en cultivo 
Un cultivo de neuronas corticales de 13 y 15 días en incubación fue expuesta a una 

concentración de 2 nM de OKA no tratada y tratada con APH y su actividad eléctrica 

fue registrada a 0, 3, 20, 27 y 30 h después. Como se puede apreciar en la Figura 

7.13, la cantidad de electrodos activos y con ráfagas se mantuvo constante a lo 

largo de los registros, pese a que previamente se reportó una neurodegeneración 

en células granulares a las 24 h de exposición al OKA a la misma concentración. 

Hammond (2014) establece que la actividad eléctrica de las neuronas se encuentra 

relacionada no sólo con las entradas sinápticas excitadoras e inhibidoras, sino 

también con propiedades intrínsecas del tipo de neurona, por lo que la toxicidad 

evaluada en cultivos granulares del cerebelo no puede ser extrapolada a la actividad 

eléctrica de otro tipo de cultivo neuronal. Para el conteo del número de electrodos 

activos y electrodos con ráfagas, se consideraron los registros con al menos 10 

potenciales y 3 ráfagas por cada minuto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.13. Electrodos activos y con ráfagas en un cultivo de neuronas corticales durante 
la exposición a 2 nM de OKA tratado y no tratado con APH a 0, 3, 20, 27 y 30 h. 
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Durante el registro de la actividad eléctrica se observó un aumento de los 

potenciales por segundo del cultivo expuesto a 2 nM de OKA tratado con APH; 

mientras que las mediciones del cultivo expuesto a la misma concentración de OKA 

no tratado se mantuvo relativamente constante a lo largo de las mediciones. Esta 

diferencia del número de potenciales registrados entre los dos tratamientos se pudo 

deber a la diferencia de días de incubación del cultivo. El cultivo expuesto a 2 nM 

de la toxina tratado con APH fue 2 días más joven que el cultivo expuesto a la misma 

concentración de toxina no tratada. No obstante, la prueba de ANOVA resultó 

significativa (valor-p: 0.0001598) pero sin diferencias entre los tratamientos, de 

acuerdo con la prueba post hoc de Newman-Keuls. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.14. Potenciales por segundo en un cultivo de neuronas corticales durante la 

exposición a 2 nM de OKA tratado y no tratado con APH a 0, 3, 20, 27 y 30 h.  

 

La cantidad de ráfagas por minuto también se conservó relativamente constante a 

lo largo de los registros, como se muestra en la Figura 7.15. Aunque el registro 

después 3 h de exposición a la toxina sin tratar tuvo una reducción visible pero no 

estadísticamente significativa. La prueba de ANOVA no resultó significativa por lo 

que no se evaluó la prueba de Newman-Keuls. 
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Figura 7.15. Cantidad de ráfagas por minuto en un cultivo de neuronas corticales durante 
la exposición a 2 nM de OKA no tratado y tratado con APH a 0, 3, 20, 27 y 30 h. 

 

La duración de las ráfagas también se mantuvo constante a lo largo de los registros 

en el cultivo expuesto a la toxina sin tratar, como se muestra en la Figura 7.16. En 

el caso del cultivo expuesto al OKA tratado con APH, el patrón observado en la 

Figura 7.14 se repitió. Esto es evidente, debido a que las ráfagas están compuestas 

por más de tres potenciales seguidos y su duración está íntimamente relacionada 

con la cantidad de potenciales por segundo. La prueba ANOVA resultó significativa 

(6.25x10-7) pero la prueba de Newman-Keuls sólo detectó diferencias entre los 

controles. El intervalo entre las ráfagas tampoco tuvo cambios significativamente 

distintos a lo largo del tiempo en ambos tratamientos, como se observa en la Figura 

7.17.  

 

El análisis estadístico de la actividad eléctrica de los cultivos corticales no mostró 

una diferencia significativa entre las exposiciones a 2 nM de OKA no tratado y 

tratado con APH. No obstante, se observó un registro invariable de los cuatro 

parámetros evaluados a partir de las 20 h en ambos tratamientos. 
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Figura 7.16. Duración de ráfagas en un cultivo de neuronas corticales durante la exposición 
a 2 nM de OKA no tratado y tratado con APH a 0, 3, 20, 27 y 30 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.17. Intervalo entre ráfagas en un cultivo de neuronas corticales durante la 
exposición a 2 nM de OKA no tratado y tratado con APH a 0, 3, 20, 27 y 30 h. 
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7.8 Efecto del tratamiento de APH sobre la toxicidad de OKA a 1 nM en 
la actividad eléctrica espontánea de las neuronas corticales en cultivo 
Un cultivo de células corticales de 15 días en incubación fue expuesta a una 

concentración de 1 nM de OKA y su actividad eléctrica fue registrada a 0, 3, 20, 27, 

30, 46 y 52 h después de la exposición a la toxina. Como se puede apreciar en la 

Figura 7.18, después de 46 h de exposición a 1 nM de OKA sin tratar con APH hubo 

un decremento de más del 50% del registro de la señal eléctrica extracelular.  

 

Se descartó la posibilidad de muerte celular después de 52 h de exposición debido 

al aumento de la cantidad de electrodos activos al agregar gabazina (GBZ). La 

gabazina es un antagonista del receptor gamma-aminobutírico (R-GABAA) que 

reduce su potencial inhibitorio de los neurotransmisores. El bloqueo del R-GABAA 

permitió un sobreestímulo de las neuronas por glutamato el cual se registró como 

actividad eléctrica. En la Figura 7.18 se puede apreciar un aumento de los 

electrodos activos después de agregar una concentración de 10 µM de gabazina, 

demostrando que la reducción de la señal no se debió a una neurodegeneración 

sino a la neurotoxicidad por el efecto del OKA sin tratar y tratado con APH. Esto 

también sugiere que, hasta las 30 h, los efectos de toxicidad aún no se hacen 

presentes en el cultivo cortical para inhibir parcialmente su actividad eléctrica 

extracelular. 

 

En el registro de la actividad eléctrica se observó una reducción de los potenciales 

por segundo a las 46 h como se observa en la Figura 7.19. Esta disminución fue de 

2.22±0.59 Hz a 0.71±0.30 Hz para el OKA sin tratar, y de 1.77±0.48. Hz a 0.28±0.07 

Hz para el OKA tratado con APH. La prueba ANOVA resultó significativa (valor-p: 

0.000121), pero la prueba post hoc de Newman-Keuls no registró una diferencia 

entre el OKA tratado y no tratado. 
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Figura 7.18. Electrodos activos en un cultivo de neuronas corticales durante la exposición 
a 1 nM de OKA no tratado y tratado con APH a 0, 3, 20, 27, 30, 46 y 52 h. A las 52 h se 

agregó 10 µM de gabazina (GBZ) y se registró la actividad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.19. Potenciales por segundo en un cultivo de neuronas corticales durante la 
exposición a 2 nM de OKA tratado y no tratado con APH a 0, 3, 20, 27, 30, 46 y 52 h.  
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La reducción de la cantidad de ráfagas por minuto también se observó a 1 nM como 

se muestra en la Figura 7.20. Sin embargo, hubo una recuperación de la cantidad 

de ráfagas a las 20 h de exposición a la toxina, a diferencia de la exposición a un 

concentración de 5 nM de OKA. La prueba ANOVA resultó significativa con un valor-

p de 4.4x10-8, pero la prueba de Newman-Keuls indicó que no existe diferencia entre 

la toxina tratada y no tratada con APH. La duración de ráfagas por minuto no se vio 

afectada significativamente a una concentración de 1 nM a lo largo del tiempo de 

exposición, como se muestra en la Figura 7.21. La prueba ANOVA resultó 

significativa (valor-p: 7.0x10-14), pero la prueba de Newman-Keuls descartó una 

diferencia significativa entre el OKA no tratado y tratado con APH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.20. Cantidad de ráfagas por minuto en un cultivo de neuronas corticales durante 

la exposición a 1 nM de OKA no tratado y tratado con APH a 0, 3, 20, 27, 30, 46 y 52 h. 

 

El intervalo entre ráfagas se mantuvo constante a lo largo de la exposición al OKA 

en ambos tratamientos como se muestra en la Figura 7.22. La prueba de ANOVA 

resultó significativa con un valor-p de 2.53x10-11, pero la prueba de Newman-Keuls 

indicó que no existe una diferencia en el intervalo entre ráfagas entre el cultivo 

expuesto a 1 nM de OKA no tratado y tratado con APH. 
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Figura 7.21. Duración de ráfagas en un cultivo de neuronas corticales durante la exposición 

a 1 nM de OKA no tratado y tratado con APH a 0, 3, 20, 27, 30, 46 y 52 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.22. Intervalo entre ráfagas en un cultivo de neuronas corticales durante la 
exposición a 1 nM de OKA no tratado y tratado con APH a 0, 3, 20, 27, 30, 46 y 52 h. 
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Los efectos del OKA a las concentraciones de 5, 2 y 1 nM en la actividad eléctrica 

de las neuronas corticales son similares con y sin el tratamiento con APH. Esto 

descarta la posibilidad de la formación del epímero del ácido okadaico, previamente 

propuesto en estudios anteriores, debido a que la toxicidad del epímero se 

encuentra reportada como 100 veces menor a la del OKA sin tratar (Hernández-

Ortega, 2017; Fernández-Sánchez et al. 2013). 

 

Las APH no ejercen un efecto en el OKA que pueda determinarse mediante el 

análisis de la actividad eléctrica extracelular, a pesar de ser un método de detección 

más sensible que la determinación de viabilidad celular. Tampoco se registraron 

cambios en la actividad eléctrica después de 24 h a una concentración de 2 nM, que 

en cultivos granulares de cerebelo favoreció una neurodegeneración. Esto pudo 

deberse al efecto neuroprotector de las células gliales en el cultivo cortical, ya que 

no se agregó ningún agente citostático que limitara la proliferación de la glia.  
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8. CONCLUSIONES 
Las conclusiones del trabajo son las siguientes: 

• El tratamiento con APH a 600 MPa durante 30 minutos y una temperatura 

inicial de 10ºC reduce un 12% la toxicidad de 2 nM de ácido okadaico, 

disuelto en agua y extracto de paté de mejillón, en cultivos primarios de 

cerebelo de rata. 

• La toxicidad del ácido okadaico disuelto en una solución acuosa de extracto 

de mejillón liofilizado no mostró una disminución significativa al tratarse con 

APH a 600 MPa durante 30 minutos y una temperatura inicial de 10ºC. 

• No existió una diferencia significativa en la actividad eléctrica extracelular de 

neuronas corticales de ratón expuestas a 1, 2 y 5 nM de ácido okadaico no 

tratado y tratado con APH a 600 MPa durante 30 minutos y una temperatura 

inicial de 10ºC. 

• No se observó una diferencia significativa en el número de potenciales por 

segundo, el número de ráfagas por minuto, el intervalo entre ráfagas y la 

duración de ráfagas entre el ácido okadaico (1 y 2 nM) no tratado y tratado 

con APH a 600 MPa durante 30 minutos y una temperatura inicial de 10ºC. 

• A una concentración de 1 nM, el ácido okadaico produce una quiescencia en 

la actividad eléctrica neuronal sin presentar efectos neurodegenerativos en 

cultivos corticales de ratón expuestos a una concentración de 1 nM durante 

52 h. 
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Consideraciones para trabajo a futuro: 

• Se recomienda evaluar el paso del OKA tratado con APH a través de una 

membrana lipídica en presencia y ausencia de K+ para confirmar la formación 

de complejos que puedan contribuir a la disminución de la toxicidad del OKA 

(Daranas et al. 2007). 

• Evaluar el OKA tratado con APH en soluciones acuosas de mejillón a una 

concentración de 20 nM en líneas celulares in vitro de epitelio intestinal 

humano utilizando técnicas colorimétricas para la determinación de la 

viabilidad celular. 

• Se recomienda explorar los mecanismos involucrados en el efecto 

quiescente del OKA en la actividad eléctrica neuronal mediante agonistas y 

antagonistas de los receptores ionotrópicos. 
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10. APÉNDICE 
Apéndice I. Perfil de presión y temperatura del tratamiento por altas 
presiones hidrostáticas a 600 MPa durante 30 min y temperatura inicial 
de 10ºC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura A. Perfil de presión y temperatura del tratamiento con altas presiones hidrostáticas 
a 600 MPa durante 30 min a una tempertarua inicial de 10 ºC. 
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Apéndice II. Análisis Exploratorio de Datos de los bioensayos de 
viabilidad celular 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AED Extracto de paté de mejillón 1.4% m/m 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 92.4016 0.8716 0.0076 91.5584 93.5065 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
1.9480 91.7959 92.2708 92.8766 0.3613 -1.4004 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.8302      valor-p = 0.00706 

AED Extracto de mejillón liofilizado 0.4% m/m 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 90.0660 1.3387 0.0179 88.8888 91.8750 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
2.9861 89.1526 89.7501 90.6635 0.5988 -1.1884 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.8023      valor-p = 0.00292 

AED Control Figura 7.1 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 94.1149 1.1034 0.0121 92.9487 95.5696 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
2.6209 93.5202 93.9707 94.5655 0.4089 -1.0952 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.8501      valor-p = 0.0137 

AED 2 nM OKA Agua 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 79.7382 0.9269 0.0086 78.6324 80.7881 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
2.1556 79.2169 79.7661 80.2874 -0.0838 -1.3488 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.8671      valor-p = 0.0246 

AED 2 nM OKA APH Agua 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 83.1685 1.1282 0.0127 81.6831 84.3004 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
2.6171 82.6548 83.3454 83.8591 -0.4486 -1.1903 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.8432      valor-p = 0.0109 

AED 2 nM OKA Extracto de mejillón liofilizado 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 54.2216 3.7939 0.1442 50.7692 59.4827 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
8.7135 51.9230 53.3173 55.6158 0.6847 -1.0312 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.806      valor-p = 0.00328 
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AED 2 nM OKA APH Extracto de mejillón liofilizado 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 52.6288 4.4410 0.1972 50.0000 59.2742 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
9.2742 50.3713 50.6206 52.8782 1.1377 -0.6792 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.604      valor-p = 1.76x10-5 

AED Control Figura 7.8 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 52.6288 4.4410 0.1972 50.0000 59.2742 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
9.2742 50.3713 50.6206 52.8782 1.1377 -0.6792 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.604      valor-p = 1.76x10-5 

AED 2 nM OKA Agua (2) 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 59.6486 3.6708 0.1347 54.3956 62.8571 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
8.4615 58.7481 60.6709 61.5714 -0.8436 -0.8643 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.7675      valor-p = 0.00104 

AED 2 nM OKA APH Agua (2) 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 71.9925 3.3049 0.1092 67.0940 74.3243 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
7.2303 71.6242 73.2760 73.6443 -1.0714 -0.7230 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.6669      valor-p = 7.45x10-5 

AED 2 nM OKA Extracto de paté de mejillón 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 50.6493 2.7434 0.0752 48.3870 54.4117 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
6.0246 48.7379 49.8991 51.8104 0.6697 -1.1409 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.7797      valor-p = 0.00148 

AED 2 nM OKA APH Extracto de paté de mejillón 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 63.6946 2.3872 0.0569 60.6557 66.4705 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
5.8148 62.8491 63.8260 64.6715 -0.1872 -1.0199 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.8457      valor-p = 0.0118 

AED Control Figura 7.11 
Observaciones Media Desviación Varianza Min Max 

16 95.3046 0.3961 0.0015 94.8113 95.6937 
Rango Q1 Mediana Q3 Sesgo Curtosis 
0.8824 95.0796 95.3568 95.5818 -0.3088 -1.4508 

Prueba de Shapiro-Wilk W = 0.8321      valor-p = 0.00752 
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Apéndice III. Ficha técnica del paté del mejillón 
 

Descripción: Paté de mejillones en escabeche 

Presentación: 100 g, lata estuchada 

Marca: Conservas AGROMAR 

Dirección de la empresa: Muelle de Riendello s/n. Puerto del Musel 33290 Gijón, 

Asturias, España 

Página web: http://www.agromar.es/index.html 

Ingredientes: Mejillones (35%), merluza, mantequilla, aceite de girasol, vinagre, 

proteína láctea, huevo en polvo, especias y sal. 

Lote: B17304 

Fecha de caducidad: 2022 

Información nutrimental Por cada 100 g 
Valor energético 226 kcal 
Grasa total 18,4 g 
Grasa saturada 4 g 
Hidratos de carbono 1,2 g 
Azúcares 1 g 
Proteínas 13,6 g 
Fibra 0,63 g 
Sal 2,6 g 
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