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modelo larvario de Pez Cebra Danio rerio.
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Resumen

La aplicacion de colorantes vitales en modelo larvario de pez cebra Danio rerio,
constituye una eficiente estrategia metodoldgica para describir importantes blancos
tisulares y celulares, asi como para indagar sobe mecanismos fisiolégicos, normales y
patoldgicos, vinculados con la accién toxica de xenobidticos. El objetivo de la presente
investigacion, fue evaluar las senales de toxicidad vinculadas con la accién toxica del Os,
haciendo uso de la eritrosina, un colorante vital clasificado con grado alimenticio. Para
ello, se hizo uso de larvas de pez cebra Danio rerio de 5 dpf, sometidas a una atmosfera
de ozonizacion de 0,05 ppm, durante 15 minutos y seguidamente sumergidas en una
solucion 1% de eritrosina, durante 20 minutos en oscuridad. La ozonizacion indujo
efectos toxicos significativos caracterizados por la torsion de la aleta caudal en un 60%
de la poblacion larvaria tratada. Dicha region perdié la homogeneidad de la coloracion
con eritrosina registrandose una dislocacion del brillo de la fluorescencia, reflejado en un
histograma con picos de intensidad reducida en comparacién con el control. De acuerdo a
los resultados expuestos resulta evidente que una disminucidon en la intensidad de
reaccion a la eritrosina pudiera ser parte de la respuesta toxica del tejido de la region
caudal a la accion del Os, vinculada con una pérdida de la citoarquitectura de dicha

region, puesta en evidencia a través cambios en la afinidad del colorante vital.

Palabras claves: Ozono (O3), Eritrosina, Larvas de Pez cebra Danio rerio.
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Summary
Ozone (03) reduces erythrocin affinity tissue in Zebarfish Danio rerio larval

model

The application of vital dyes on larval model of zebrafish Danio rerio constitutes an
efficient methodological strategy to describe important tissue and cellular targets, as well
as to investigate physiological, normal and pathological mechanisms, linked to the toxic
action of xenobiotic. The aim work was to evaluate the signs of toxicity associated with
the toxic action of O3, making use of erythrosine, a vital dye classified with nutritional
grade. For this purpose, larvae of Danio rerio zebrafish of 5 dpf, subjected to an
ozonation atmosphere of 0.05 ppm for 15 min were used and then submerged in a 1%
solution of erythrosine for 20 min in the dark. Ozonization induced significant toxic
effects characterized by torsion of the caudal fin in 60% of the treated larval population.
This region lost the homogeneity of staining with erythrosine with a dislocation of
fluorescence brightness reflected in a histogram with reduced intensity peaks compared
to the control. According to the results, it is evident that a decrease in the intensity of
reaction to erythrosine could be part of the toxic response of the tissue of the caudal
region to the action of Os, linked to a loss of the cytoarchitecture of said region, placed in

evidence through changes in the affinity of the vital dye.

Key words: Ozone (Os3), Erythrosine, Zebrafish Larvae Danio rerio
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Introduccion

La eficacia, asi como los dafios inducidos por el ozono (03), son aspecto de este poderoso
agente oxidante que han sido evaluados en modelo larvario de pez cebra Danio rerio y
reportados por nuestro laboratorio en investigaciones previast. El estudio sobre
poblaciones larvarias de este eficiente modelo experimental expuesto a distintos
ambientes de O3, ha permitido ilustrar la toxicidad del O3, como un proceso dependiente
del tiempo de exposicidon asi como de la concentracion. Sin embargo, poco ha sido
reportado respecto a los posibles mecanismos vinculados con dicho proceso. Por otra
parte cabe destacar que en el modelo experimental de pez cebra, la aplicaciéon de
colorantes con propiedades fluorescentes, ha demostrado ser una herramienta Util para
la obtencion de imagenes de tejidos y estructuras subcelulares?. En los Ultimos afios, los
colorantes vitales y las sondas fluorescentes han recibido considerable atenciéon debido a
su potencial para estudiar su quimio-sensibilidad; de hecho, se ha desarrollado una
biblioteca de compuestos fluorescentes para la deteccion y etiquetado especifico de las
estructuras larvarias en dicho modelo3. Esto ha permitido evaluar pequefias sustancias
guimicas que simplemente anadidas en el agua, son directamente absorbidas*. En el
presente trabajo se hizo uso del colorante vital conocido como eritrosina®, para indagar
sobre aquellas posibles estructuras anatémicas que pudieran estar sirviendo de blanco a
la accion del poder oxidativo del O3, una informaciéon que hasta donde conocemos, no se
encuentra claramente establecida. La eritrosina es un colorante sintético, clasificado con
grado alimenticio y también conocido como Rojo N© 3. Es una sal de tretraiodo,
hidrofilica que ha sido reconocida como un colorante de fondo que tifie el citoplasma, el
tejido conjuntivo y las fibras de colageno, ademas de acumularse en lisosomas y

mitocondrias®.

Materiales y métodos

Tratamiento con Ozono (03)

Larvas de 5 dpf, cultivadas en el laboratorio de Microscopia del Instituto Anatomico “José
Izquierdo” de la Facultad de Medicina de la Universidad Central de Venezuela, fueron
colocadas en laminas portaobjetos en un volumen de 500 upl de agua de pecera. El
portaobjetos a su vez, fue colocado en una capsula de Petri y la misma, fue introducida
en la cdmara de ozonizacion durante 15 minutos, bajo una concentracién de 0,05 ppm
suministrada por un equipo Oxigen Y Plus Desinfector, de una potencia de 18W y una
produccion de 500mg/h, de acuerdo a protocolo desarrollado en el laboratorio. Otro
grupo larvario estuvo colocado fuera de la camara de ionizacion y fue considerado como

el grupo control. Una vez transcurrido 15 min de exposicion al ambiente ozonizado,
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ambos grupos larvarios, controles y tratados, fueron sumergidos durante 20 minutos

bajo oscuridad, en 1 ml de solucién, clara y homogénea, de eritrosina 1% (p / v) de
polvo de eritrosina (Sigma Ltd., Poole, UK) disuelto en agua destilada; periodo después
del cual fueron lavadas con abundante agua de pecera, durante 10 min y seguidamente
fueron colocadas bajo del Microscopio invertido Olympus IX71 para ser observados bajo
luz fluorescente de emision de 540 nm y fotografiados con cdmara digital DPX50. La
intensidad de la fluorescencia, en grupos controles y tratados, fue estimada a través

histogramas de densidad, obtenidos con el Programa Imagel, de analisis de imagenes.

Resultados

La ozonizacion de la poblacion larvaria de pez cebra Danio rerio durante 15 minutos de
exposicion, indujo efectos toxicos significativos en un 60% de las larvas tratadas. En
comparacién con los controles (Fig.2a), se pudo observar en las larvas ozonizadas
(Fig.2b), que dicho efecto se expresd con la torsién de la aleta caudal (flechas). Por otra
parte, dicha region en las larvas controles (Fig.2a "), presentdé una homogénea coloracion
con eritrosina y un uniforme brillo fluorescente (Fig.2a’’), con un histograma de tres picos
de intensidad bien definidos (Fig.2a” " "). No fue asi en las larvas ionizadas (Fig.2b), en
donde dicha region perdié la homogeneidad de la coloracién con eritrosina (Fig.2b "),
registrandose una dislocacién del brillo de la fluorescencia emitida por el
colorante(Fig.2b” ")y un histograma de menor cantidad de picos de intensidad de

fluorescencia (Fig.2b” " "). La inocuidad de la eritrosina fue corroborada.

Discusion

Los resultados obtenidos permitieron corroborar que la aplicacién de colorantes vitales en
modelo larvario de pez cebra Danio rerio, particularmente como la eritrosina, constituye
una eficiente estrategia metodoldgica para describir importantes blancos tisulares y
celulares, asi como indagar sobe mecanismos fisioldgicos, normales y patoldgicos’
vinculados con la accién toxica de cierto nUmero de agentes xenobiodticos como el gas Os.
Simplemente afiadidos en el agua, pudo ser absorbidos por la poblacion larvaria una vez
sumergidas en la solucién adecuada como fue descrito en la presente investigacion. Asi,
la eritrosina permitié destacar una regidon anatomica con alta capacidad regenerativa e
intensa actividad motora®, como es la porcion de la aleta caudal; entre otras. Debido a
sus propiedades, dicha coloracion caracterizd cierto contenido de tejido conectivo asi
como la presencia de fibras de colageno y muy probablemente la ubicacién de organelos
subcelulares como mitocondrias y lisosomas, afines al colorante. Si alguno de estos
elementos estuvo comprometido luego de aplicado el Os, queda por ser verificado. Sin

embargo, cabe destacar que la administraciéon de Os, dependiendo de la concentracion
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del gas, interviene con la organizacién del citoesqueleto, la actividad mitocondrial y la

transcripcion nuclear; actividades éstas, que pudieron verse afectadas de manera
diferente debido a la alta concentracion de 0Osz°. Altas concentraciones Os estimula el
estrés oxidativo severo, a través de la activacion del factor transcripcional nuclear kappa
B, dando como resultado la respuesta inflamatoria y lesion tisular'®, Por otra parte es
sabido que las mitocondrias son muy sensibles al estrés oxidativo y, por lo tanto,
representan un objetivo esperado para el Os. En particular, el estrés oxidativo puede
inducir la fision mitocondrial y causar alteraciones en las enzimas mitocondriales de la
cadena respiratoria'’. Si las condiciones experimentales propuesta en la presente
investigacion permitieron o no la activacién, en modelo larvario de pez cebra Danio rerio,
de algunos de los eventos antes descritos, no fue posible demostrarlo. Sin embargo, una
reduccién en la tincidon con eritrosina por parte de elementos estructurales de la regién
caudal de larvas de pez cebra Danio rerio tratadas con el ozono podrian sugerirlo. De
acuerdo a los resultados expuestos resulta evidente que una disminucién en la intensidad
de reaccion a la eritrosina, como respuesta toxica del Os, pudiera ser la sefial de una
lesién tisular vinculada con una pérdida de la citoarquitectura de dicha regidn, puesta en

evidencia a través del colorante vital.
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Fig.1. Representacion grafica de la experimentacion. Ozono (03), molécula de

eritrosina. Larvas de pez cebra 5dpf. Region de la aleta caudal.

Ozono (O3) 0,05 ppm, 15, Eritrosina

Fig.2. Efecto de la ozonizacion sobre la estructura caudal de larvas de pez cebra
Danio rerio . Curvatura con perdida de la intensidad del fluorocromo eritrosina.
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