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RESUMEN

La acrilamida (ACR), un agente quimico de procesado, es conocida por su accion sobre
los tejidos, nervioso y hematopoyético. Sin embargo, las caracteristicas morfo-
funcionales de la accion toxica sobre estos, no han sido claramente descritas. En esta
investigacion, se estudiaron las sefiales de dafio sobre el sistema hematopoyético y
estructuras sensoriales, en el modelo experimental de pez cebra (Danio rerio), adulto y
larva, tratados con la concentracion letal media (CLso) de ACR. La hematotoxicidad, fue
estudiada por histoquimica, analizando la morfologia de células sanguineas y por
inmunohistoquimicas, las caracteristicas tisulares del rifion, como OGrgano
hematopoyético. Otros tejidos metabolizantes, fueron caracterizados. La estructura de la
hemoglobina fue analizada por electroforesis y la actividad enzimatica de la ALAD y la
AChE, fue estimada por colorimetria. La neurotoxicidad, fue determinada por cambios
en la actividad motora, analizando video-registros con el programa Tracker. La
microscopia de fluorescencia y el andlisis de la pigmentacion, permitieron describir la
estructura de los neuromastomas y los melanéforos, como unidades sensoriales. La
accion toxica de la ACR resultd dependiente de la concentracion y del tiempo de
exposicién, con variabilidad del peso corporal. En comparacién a los controles, los
eritrocitos presentaron hipocromia y fragmentacion nuclear. La presencia de una cuarta
banda de hemoglobina fue evidenciada. Se observo discontinuidad del parénquima renal
y hepaético, asi como apoptosis en ambos tejidos. La hiperplasia de células caliciformes y
adelgazamiento del epitelio intestinal fue registrado. La actividad enzimatica de ALAD
y AChE, disminuy6 en 20% y 46%, respectivamente. La actividad motora disminuyo en
56% en larvas y 70% en adultos. Los neuromastomas presentaron menor respuesta al
marcaje fluorescente, con pérdida de la arquitectura celular. Los melan6foros
presentaron forma redondeada, con disminucion de la pigmentacion. Los resultados
describen las caracteristicas morfo-funcionales de la accion toxica de la ACR en el
contexto de la hemato-neurotoxicidad planteada.

Palabras claves: Acrilamida, pez cebra, hemato-neurotoxicidad, aductos, hemoglobina,
neuromastomas, melanoforos, acido 6-aminolevulinico dehidratasa, acetilcolinesterasa.
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SUMMARY

The Acrylamide (ACR) is a chemical processing compound which is known for its
action on nervous and hematopoietic tissues. However, the morpho-functional
characteristics of the toxic action on these have not been well explained. In this research,
the signs of damage to the hematopoietic system and sensory structures in the
experimental model of Zebrafish (Danio rerio), adults and larvae, treated with the
median lethal concentration (LCsg) of ACR, were studied. The hematotoxicity was
studied in a histochemical way, by analyzing the blood cells morphology and, in an
inmunohistochemical way, by analyzing the kidney tissue as a hematopoietic organ.
Other metabolizing tissues were characterized. The hemoglobin structure was analyzed
using electrophoresis and ALAD and AChE enzyme activity was evaluated using
hemoglobin was analyzed by electrophoresis and enzyme activity of ALAD and AChE
was estimated by colorimetry. Neurotoxicity was determined by changes in motor
activity, analyzing video-records with the Tracker program. Fluorescence microscopy
and analysis of the pigmentation let us describe the structure and the melanophores
neuromastoms as sensory units. The toxic action of ACR resulted dependent on
concentration and exposure time, with body weight variability. Compared to controls,
erythrocytes showed hypochromic and nuclear fragmentation. The presence of a fourth
band of hemoglobin was showed. Discontinuity of renal and hepatic parenchyma and
apoptosis was observed in both tissues. Hyperplasia of goblet cells and intestinal
epithelial thinning was recorded. The enzyme activity of ALAD and AChE decreased
20% and 46%, respectively. Motor activity decreased by 56% to 70% in larvae and
adults. The neuromastoms had lower response to fluorescent labeling, with loss of
cellular architecture. Melanophores presented rounded, with reduced pigmentation. The
results describe the morpho-functional characteristics of the toxic action of ACR in the
context of raised hemato-neurotoxicity.

Keywords: Acrylamide, Zebrafish, hemato-neurotoxicity, adducts, hemoglobin,
neuromastoms, melanophores, 6-aminolevulinic acid dehydratase, acetylcholinesterase.
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| INTRODUCCION

El presente trabajo se enmarca dentro de la linea de investigacion llevada a cabo
en el Laboratorio de Microscopia del Instituto Anatémico “José Izquierdo”, cuyo
objetivo general es el estudio de las sefiales de dafio inducida por agentes quimicos,
farmacos o contaminantes sobre los distintos organos, tejidos y células que conforman
las unidades morfo-funcionales en los vertebrados superiores e inferiores. Estas sefiales,
y en particular el dafio inducido sobre unidades morfo-funcionales, tales como el sistema
hematopoyético y los 6rganos sensoriales, constituyen la base para las respuestas de los
organismos a diversos estimulos procedentes tanto del medio ambiente como del medio

interior.
la. Unidades Morfo-funcionales
la.1 Sistema Hematopoyeético

El sistema hematopoyético como unidad morfo-funcional, se encuentra
constituido por la médula dsea y las células sanguineas, particularmente los eritrocitos,
en mayor proporciéon. En todos los organismos vertebrados superiores e inferiores, el
sistema hematopoyético garantiza, tanto en las etapas embrionarias como en la adultez,
el establecimiento de la homedstasis o el equilibrio dindmico interno para la adaptacién
y sobrevivencia @ Esta unidad morfo-funcional, tomando como ejemplo los peces,
vertebrados constantemente sometidos a la agresion ambiental, es altamente sensible a
los estresores quimicos o metabolicos, por lo que la morfologia de las células
sanguineas, a nivel de sangre periférica, entre otras caracteristicas, podria constituir un

indicador sensible y exacto de la actividad o cambio en la homedstasis del sistema



hematopoyético ). Esta caracteristica ha permitido evaluar la sensibilidad de ésta
denominada unidad morfo-funcional ante la accion de contaminantes ambientales y
otros agentes toxicos, asi como obtener informacién significativa en el diagndstico e

interpretacion de las diversas hematopatologias.
la.2 Organos Sensoriales

Los oOrganos del sistema sensorial, como unidad morfo-funcional, se
fundamentan en estructuras receptoras, capaces de reconocer los estimulos, procesarlos
y transmitirlos. En vertebrados como los peces, entre otras estructuras u Organos
sensoriales, se encuentra la conocida linea lateral; constituida por unidades estructurales
denominadas neuromastomas. Los neuromastomas, son un conjunto de células
neuronales sensitivas, con comunicaciones sinapticas que permiten la integracion
estimulo-respuesta a nivel del Sistema Nervioso y, que a nivel embrionario se
encuentran expuestas al medio ambiente siendo de facil observacion, mientras que en el

45 Esta caracteristica a nivel embrionario, los

adulto se encuentran internalizados
convierte en estructuras blanco a la accion de distintas sefiales ambientales, entre ellas
las provenientes de agentes quimicos y contaminantes en general. Otras estructuras
sensibles, en estos vertebrados, son los melanéforos los cuales son células especializadas
en el transporte de los melanosomas contentivos de eumelanina que favorece el
camuflaje de los peces al permitir el cambio del color de la piel; la regulacién funcional
de los melanoforos, tanto en adultos como en estadios embrionarios a través del sistema

nervioso y de estructuras del citoesqueleto 7, respectivamente, lo convierten en un

potencial blanco de respuesta a la accion de diferentes agentes toxicos.



Cabe destacar que como en todo organismo vivo las denominadas unidades
morfo-funcionales, se encuentran en constante interaccion fisioldgica, lo que aunado a
su sensibilidad ante todo tipo de estimulo ambiental, hace pertinente la propuesta de
estudiar la respuesta hemato-neuroldgica, para evaluar sefiales de dafio inducida por un
agente quimico contaminante como es la Acrilamida (ACR), un monémero de alqueno
tipo 2, que en los ultimos afios ha adquirido gran interés por parte de numerosos

investigadores a nivel mundial ©919,



Il ANTECEDENTES
Il.a. Acrilamida

Dentro de los agentes quimicos que han cobrado gran interés en las Ultimas
décadas, se encuentra la Acrilamida (ACR) (Fig. 1). La ACR es un mondmero de
alqueno tipo 2, presentado como un polvo blanco cristalino, altamente soluble en agua
asi como en una variedad de solventes organicos a saber: etanol, metanol, dimetiléter y
acetona; siendo insoluble en benceno y heptano Y. También es conocida como
etilencarboxamida, vinil-amida, 2-propenamida. Su férmula molecular es:
CH,CHCONH,. Dentro de las propiedades fisico-quimicas de este agente tdxico se
describen: aspecto sélido, blanco, inodoro, peso molecular 71,08 g/mol, pH 5,5-7,5,
densidad 1,12 g/mL, punto de ebullicion 125 °C, punto de fusion 87,5 °C, punto de

inflacion 138°C, temperatura de autoignicion 424 °C 9,

NH,
H,C
0

Fig. 1. Estructura quimica de la Acrilamida (ACR). Monémero alqueno tipo 2 ®2.

La exposicion a la ACR, por parte de los organismos biolégicos, tanto humanos
como animales, ha sido considerada un problema de contaminacién en ambientes

industrializados, debido a la presencia en altas cantidades de este agente quimico ¥,



Su presencia en productos de uso comercial, tales como cosméticos, pinturas,
pegamentos, telas, lentes de contacto, azucar refinada, geles para cromatografia o
electroforesis, asi como su presencia en el humo de los cigarrillos y en los gases
liberados por el tubo de escape de los automoviles, ha contribuido al desarrollo de este

problema de contaminacién con la ACR 4.

En las dltimas décadas, esta problematica se ha agudizado debido a que la
presencia de la ACR ha sido identificada en productos alimentarios de consumo masivo
(Tabla 1). El contenido de ACR, en diferentes grupos de alimentos, se orienta hacia
aquellos que poseen una gran cantidad de carbohidratos y pocas proteinas. Entre estos
alimentos se encuentran los cereales, pastas, café, pan tostado, galletas que son
preparados a elevadas temperaturas, generalmente por encima de los 120 °C; tal como se
ha descrito durante procedimientos culinarios como el tratamiento térmico de
esterilizacion, fritura, tostado, horneado o grill, a fin de mejorar las propiedades
organolépticas de los alimentos ®>!®. Adicionalmente, se ha referido que el contenido
de azUcares reductores en estos alimentos se correlaciona fuertemente con la formacion
0 biosintesis de la ACR ®®. Un primer punto de formacién de la ACR, es la superficie
del alimento, donde se alcanzan con mayor rapidez las temperaturas a partir de la cuales
se forma este agente toxico. El interior de los alimentos no alcanza altas temperaturas
porque el tiempo de coccién no es tan prolongado para ello . Algunos investigadores,
han confirmado que tras la coccion de una gran variedad de alimentos a estas
temperaturas, se favorece la reaccion de Maillard, la cual es un proceso no enzimatico,
gue genera compuestos que aumentan el sabor y olor de los alimentos. El calentamiento

de cantidades equimolares de asparagina y glucosa, a 180 °C durante 30 minutos



produce 368 pmol de ACR por mol de asparagina . La interaccion entre aminoécidos,
principalmente asparagina (fuente de nitrégeno) y azucares reductores (fuente de grupo
carbonilo), lleva a la formacion de una base de Schiff, la cual puede reaccionar mediante
distintos mecanismos hasta formarse la ACR "®). Por esta caracteristica, este compuesto

téxico es considerado un contaminante quimico de procesado ®®.

Tabla I. Contenido de ACR (ug/Kg producto) en diferentes grupos de alimentos.

MAXIMO
ALIMENTO CONTENIDO | REPORTADO N
(H9) (H9)

CEREALES Y DERIVADOS
Productos procesados a base de cereales 366 7834 2991
Panes y rollos dulces 446 3436 1294
Pasteles y galletas 350 7834 1270
Cereales para desayuno 96 1346 369
Pizza 33 763 58

RAICES Y TURBERCULOS
Papa asada 169 1270 22
Papas fritas (industrial) 752 4080 874
Papas fritas (no industrial) 334 5312 1097

ESTIMULANTES Y ANALOGOS

Café (molido, tostado o instantaneo, no
infusion) 288 1291 205
Extractos de café 1100 4948 20
Café descafeinado 668 5399 26
Sustitutos de café 845 7300 73
Té verde (tostado) 306 660 29

ALIMENTOS INFANTILES
Foérmulas infantiles <5 15 82
Alimentos enlatados, embotellados 22 121 96
Alimentos en polvo seco 16 73 24
Alimentos galletas, bizcochos 181 1217 32

Fuente: Elika, 2005, modificado por Hernandez C, 2013 ®. N=nGimero de muestras analizadas.

Esta amplia distribucion del monémero de ACR, lo convierte en un agente
ubicuo en problemas de contaminacién ambiental y, por ende, en un agente con alta

posibilidad de incorporacién a los seres humanos.



I1.a.,. Biosintesis de la Acrilamida

El paso clave en la biosintesis de ACR, es la descarboxilacion de la base de
Schiff (Fig. 2), reaccion que usualmente se produce en medio acuoso. Dicha reaccion, da
origen a intermediarios tipo iminas, que pueden liberar directamente ACR o de manera

indirecta a través de la accién de su precursor, 3-aminopropionamida ™.

Ademas, se han propuestos otras rutas de sintesis para tratar de explicar la

formacion de ACR (Tabla II).

OH Base de Schiff
4 0 OH
NHz COOH O aziar R g NH2 ™%y
+ R
o) 0 / Vs
o] NH2 H o) P}I /\(
Asn R R H 0
Dicarbonilo
-COa2
NH2
R
e % /
I 0 N |
1
¥
NHz
)\/ ML, /}\/\
0
Acrilamida 3- Emll‘leerlDl‘lﬂmldﬂ
(ACR) (3-APA)

Fig. 2. Mecanismo simplificado de formacién de la acrilamida, a partir de azlcares reductores y
compuestos dicarbonilos . Interaccién entre aminoacidos, principalmente la asparagina (Asn) y azcares
reductores (fuente de grupo carbonilo), lleva a la formacién por deshidratacion de una base de Schiff. Esta
Ultima sufre una descarboxilacion para formar un intermediario tipo imina que reacciona mediante
distintos mecanismos hasta formarse la ACR.



Tabla Il. Principales propuestas para la formacién de acrilamida en los alimentos procesados.

MECANISMOS PROPUESTOS REFERENCIA

Descarboxilacion de la base de Schiff via el intermediario
oxazolidin-5-ona, tautomerizacion al producto descarboxilado de Yaylayan y col.,

Amadori y posterior B-eliminacion. 2003
Descarboxilacion de la base de Schiff y el anclaje heterociclico
del compuesto de tipo imina. Zyzak y col., 2003
Descarboxilacion de la base de Schiff, luego mediante hidrolisis
de la imina, se forma el 3-APA y posterior desaminacion. Zyzak y col., 2003
Acido acrilico + NH3 Stadier y col., 2003
Acroleina + asparagina / acroleina + NH3 / &cido acrilico + NH3 Yasuhata y col.,
2003
Acido acrilico + 2-propenal — reaccién con NHs Vattem y Shetty,
2003.

Fuente: Morales y col., 2008 @,

Il.a.,. Toxicocinética de la Acrilamida

Como es bien sabido, la toxicocinética involucra el conjunto de modificaciones
que sufre un téxico dentro del organismo. Hasta el presente, se han descrito diversas
formas de exposicion a los monémeros de ACR, estando catalogadas como las de mayor

relevancia la via respiratoria, la via dérmica y la via oral *°?°,

Cabe destacar que en los humanos la incorporacion de la ACR en el organismo
puede ocurrir a través de diferentes vias, aunque los datos sobre la biodisponibilidad a
partir de matrices de alimentos son limitados, la absorcion se considera que es rapida y
completa por la via oral en todas las especies ‘°*?). Cabe resaltar que el metabolismo de
la ACR ocurre principalmente a nivel hepatico, con la consecuente produccion de un
ep6xido altamente reactivo como es la glicidamida (GA) ?*??. Debido a la elevada

solubilidad en agua, tanto de la ACR como de la GA, presentan una amplia distribucion




en todos los tejidos corporales, incluso en la placenta . Igualmente, la presencia de

ambos compuestos ha sido descrita en la leche materna ©.
Il.a.3. Metabolismo de la Acrilamida

Respecto al metabolismo de la ACR (Fig. 3), se puede destacar que éste se
fundamenta en dos mecanismos principales: 1) Oxidacion, mediante la accion del CYP
2E1, lo cual da origen a la glicidamida (GA), que posterior a un proceso de hidrolisis se
transforma en gliceramida un compuesto no téxico; y 2) Conjugacion con el glutation, la
cual es catalizada por la glutation-S-transferasa (GST). Los conjugados con glutation, se
excretan como derivados N-acetil-S-(3-amino-2-hidroxi-3-oxopropil)-cisteina y N-

acetil-S-(carbamoil-2-hidroxietil)-cisteina en la orina 2.

Hasta el momento, todos los metabolitos conocidos derivados de la ACR, han

sido asociados con tiempos de vida media de eliminacion relativamente cortos 7).

Unién Covalente a Aductos Proteicos Aductos Proteicos

A Aductos de ADN Aductos de ADN
Macromoléculas T T
i CYP o HO, ©
>
Metabolismo de Fase | ”.cr{‘. — MN“, "0_)—('“"
ACR GA gliceramida
Metabolismo de Fasell [+ GSH - GSHN%H
v -
o HO, © Gs 0O
cs—/_<~n, GS—HNM, MO—HNN,
e l 1 v
i
noocj/\ﬁx\,lm, HOOCY\S/\/KNH’ NOOCY\S/T&"H, NOOCY\S OH
HC. _NH O H,C._NH H,C._NH H H,C._NH
¥ ¥ 1 ¥
N-acetil-5-(2- N-acetil-S-(2-carbamoil- N-acetil-S-(2-carbamoil-2- N-acetil-5-(1-carbamoil-2-
carbamoil- etil)cisteina (AAMA). hidroxi-etil)cisteina hidroxi-etil)cisteina.
etil)cisteina-S-oxido. (GAMA)

Fig.3 Metabolismo de la acrilamida. Fuente: Fuhr y col., 2006, modificado por Hernandez C., 2013 ¥,
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I1.a.4. Toxicidad de la Acrilamida

Por sus caracteristicas fisico-quimicas, ha sido considerado un agente
carcinogeénico categoria 2, hematotoxico y neurotoxico, segin la Unién Europea (UE) y

la Agencia Internacional para las Investigaciones contra el Cancer (IARC) 7).

La naturaleza hidrofilica de la ACR ha permitido sugerir la posibilidad de
formacion de diversos aductos, entre ellos los aductos con la hemoglobina (Hb). Esta
importante molécula transportadora de oxigeno, por las caracteristicas de su estructura
terciaria, es susceptible de reaccionar con la ACR y con su principal metabolito como es
la glicidamida (GA), originando los denominados aductos hematotdxicos tales como los
formados con residuos N-terminal de valina de la Hb (Fig.4). Este derivado ha sido
utilizado como un biomarcador de una de las primeras vias de accion téxica de la ACR
@) con lo cual se podria inferir un posible compromiso morfo-funcional del sistema

hematopoyético.

O y Y A \ '
l :/ N"t H?N( N
AL NH-Hb invivo L
Y v :: & -
Ll ) A % K Y hdicien” b
‘ electrofilica H‘\,C )\ _NH-Hb
\.‘_,/‘ % i | -|/
cHy O
Acrilamida Valina N-terminal n-alquilacion-Valina N-terminal
(ACR) de lahemoglobina (aducto ACR-Val)

Fig. 4. Formacion de los aductos entre la acrilamida y el grupo valina de la hemoglobina ©®.

Otros de estos aductos son los neurotoxicos, formados a través de la reaccion de
la ACR con los residuos de cisteina de las proteinas (Fig. 5), y los aductos
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carcinogénicos generados por la reaccion de la GA, con grupos tioles ¢”. En principio,
todas estas reacciones han sido catalogadas como eventos claves en la toxicidad

inducida por este importante agente contaminante.

Acrilamida
0]
H I HZ O H2 H2 ([)
_C.__NH, C.H_C. b o2 5« SO EO o
HC™emm®  + RIT & SH [RI7°C”7"877°C” " NH,
2 1 H,
0 m NH 2
R] .
ACR Residuo proteicocisteina  S-(2-carbamoiletil)- cisteina aducto

Fig.5 Formacién de los aductos entre la acrilamida y los residuos proteicos de cisteina 2.

De lo anteriormente expuesto, cabe resaltar, que todas las reacciones de la ACR y
su principal metabolito, la glicidamida (GA), con distintos grupos funcionales tales

como residuos de valina, cisteina y grupos tioles, podrian ser considerados claves en:

a) la hematotoxicicidad, expresada en la posible generacién de patologias anémicas; b)
la neurotoxicidad expresada en la inhibicion del transporte axonal rapido, fusiones

membranales e inhibicién de la neurotransmision @2,

Motivado a estos hallazgos, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) asi como la Organizacion Mundial para la Salud
(OMS) han promovido, a través del Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JEFCA), la divulgacion de esta importante fuente de contaminacién que no solo ha
tocado el ambiente industrializado sino que ha invadido espacios fundamentales para el

ser humano, como es la alimentacion. En dicha divulgacion, se ha hecho énfasis en
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fomentar la investigacion acerca de la toxicidad y el efecto sobre la salud, vinculada con
la exposicion a este importante agente toxico “**. Evidencias clinicas y experimentales

han enfatizado sobre ello.
I1.b. Evidencia Clinica

La mayoria de la evidencia clinica de la intoxicacion por la ACR, proviene de la
exposicion a nivel ocupacional reportada desde hace décadas. Ejemplo de ello son los
casos reportados en los trabajadores de la industria de la construccion, la explotacion
minera y fabricas donde se describen a estos trabajadores con afecciones tales como
prurito, descamacion de la piel, aumento en la sudoracion, entumecimiento de las manos
y los pies, debilidad muscular, pérdida de la sensibilidad, marcha ataxica ademéas de
dermatitis de contacto luego de la exposicion aguda a la ACR ©°*V Los reportes
concluyen, que los espacios pobremente ventilados como tlneles y minas favorecen
principalmente la via inhalatoria, como puerta de entrada de este agente toxico al
organismo 33V Particularmente, se ha descrito el desarrollo de toxicidad a nivel de
sistema nervioso (SN) como principal efecto adverso asociado con la exposicion a éste
agente quimico, generandose disfunciones de tipo neuropatia periférica, tanto en

humanos como en animales experimentales 2.

Otros reportes de exposicion ocupacional han enfocado la formacién de aductos
de la Hb en grupos de trabajadores que manipulan productos sellados que contienen
ACR y N-metilacrilamida. En estos trabajadores, se ha determinado niveles del aducto
ACR-Hb de 0,3 nmol/g globina; siendo una concentracion cercana al nivel de ACR en el

cual las personas expuestas han presentado sintomas de alteraciones leves y reversibles
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del sistema nervioso periférico. Por otra parte, trabajadores con sintomas neurotoxicos
francos, cuya labor estd dirigida a manipular estructuras de hormigén (material de
construccion), con un producto de sellado a base de ACR se determind la concentracion
de los aductos ACR-HDb en niveles extremadamente altos, particularmente de 23 nmol/g
globina (valor de referencia 0,02-0,07 nmol/g globina). Este elevado nivel de aductos
ACR-HDb, ha sido asociado con una ingesta diaria de 0,8 mg de acrilamida/Kg de peso
corporal. Esta asociacion de la ingesta diaria de ACR, propuesta por la OMS, ha
conducido a establecer que las dosis corporales por encima de 0,5 mg/kg de peso,
comprometen la neurofuncionalidad. Por encima de esta dosis resulta evidente el
desarrollo de neuropatia en humanos, independientemente que la via de absorcion sea
inhalatoria, dérmica o por ingestion, estimado cuantitativamente a través de la formacion

de los aductos ACR-Hb €2,

Otro estudio realizado en humanos sanos expuestos a la ACR a través de la dieta,
ha evidenciado, que el tiempo de vida media de eliminacion (t2) de la ACR es variable
entre 2,2 a 7 horas. Estos resultados se han atribuido a la variabilidad entre los
individuos en cuanto a la biodisponibilidad y al metabolismo de la ACR. Igualmente, se
ha reportado que la ACR ingerida en la dieta por una mujer embarazada, entre el 10 y el

50% pasa al feto a través de la placenta ¢*39.

En los humanos, no existe evidencia que demuestre la formacion de tumores por

exposicién aguda o crénica a la ACR @9,

Otra evidencia clinica, haciendo uso de la sangre periférica de humanos, ha

demostrado toxicidad diferencial entre la ACR y su principal derivado activo, la GA #©.
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Asi, incubando la sangre humana con ACR en un intervalo de concentracion entre 0,3 a
30 pmol, durante un tiempo de exposicion de 1 a 6 horas; paralelamente se incubé la
sangre humana con la GA con un rango de concentracién, entre 0,3 a 10 pmol por
durante 4 horas. Los investigadores refirieron que a una concentracion de 3 umol de
ACR durante 1 hora de exposicion, la produccién de aductos con Hb fue mayor que al
exponer la sangre a la GA en igual concentracion durante 4 horas. En ese sentido, la
comparacion del efecto de la ACR y de su principal derivado sobre la sangre humana, ha
permitido sugerir que la GA reacciona mas lentamente con la Hb en la formacion de

aductos @9,

Respecto a la farmacocinética de este agente contaminante en los seres humanos
se conoce poco. Sin embargo, en un estudio realizado con voluntarios humanos el 34%

de la dosis oral administrada, se detect6 en la orina durante las primeras 24 horas ®".
I1.c. Evidencia Experimental

Poca ha sido la evidencia experimental, asociada al efecto hematotdxico de la
ACR, en comparacion a los efectos neurotoxicos de la misma. Sin embargo, a nivel
hematoldgico, la formacion de aductos con la Hb, ha sido expresada como toxicidad
diferencial entre la ACR y su principal derivado activo, la GA. Dicha diferenciacion ha
sido planteada, dependiendo de las vias de administracion de la ACR, ya que la relacion
entre los aductos GA-Hb/ACR-Hb es mayor cuando la ingestion es oral, en contraste
con la incorporacién por via dérmica. Esto ha vinculado la mayor biodisponibilidad de la

GA con sus efectos t6xicos en ratas experimentalmente expuestas a la ACR @Y.
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A nivel neurotdxico, cabe destacar que en modelos animales in vivo, como son
ratas, gallinas, ranas y peces de colores, se ha evaluado la neuropatia inducida tanto por
la ACR como por compuestos analogos, tales como N-hidroximetilacrilamida, N-
metilacrilamida y N,N-dietilacrilamida. Dichos anélogos, se han mostrado menos
potentes que la ACR en cuanto a la generacion de neuropatia periférica, al ser

administrados en altas dosis por periodos de tiempo prolongados ©°.

Otras evaluaciones in vitro han reportado toxicidad en los sinaptosomas
estriatales y en las vesiculas sinapticas del cerebro de ratas inducida por compuestos
alquenos tipo 2, similares a la ACR, tales como la acroleina y N-etilmaleimida. Dicha
toxicidad ha sido atribuida a una reduccion de los grupos sulfhidrilos libres en los

sinaptosomas expuestos a la ACR y a otros analogos de alquenos tipo 2 ©©.

Estos hallazgos, han confirmado la hipétesis de que los mecanismos de
neurotoxicidad por la ACR y compuestos similares involucran la formacion de aductos
de Michael (Fig.6) con los grupos sulfhidrilos de estructuras proteicas que participan en
una variedad de procesos pre-sinapticos como la neurotransmision, endocitosis,
metabolismo celular, produccién de energia, transporte de membrana de iones y la
arquitectura del citoesqueleto ©”. Cabe destacar que la oxidacion de los grupos
sulfhidrilos por accion de la ACR induce estrés oxidativo neuronal, lo que pudiese

conllevar a la apoptosis celular ©©.
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Fig. 6. Formacion de aductos: reaccion de Michael ©2.

Otro grupo de investigadores, al realizar estudios sobre los efectos
neuroconductuales y transcripcionales de la ACR en ratas jovenes tratadas con este
compuesto han mostrado, efectos neurotdxicos similares a los reportados en ratas
adultas. Estos autores, han indicado una pérdida progresiva en la ganancia de peso
corporal, asi como una disminucion de la fuerza de agarre en las extremidades
posteriores, acompafiada de una disminucién significativa lo que sugiere la afeccion de
genes vinculados con la actividad motora. En tal sentido, los efectos sobre la
transcripcion revelaron una reduccion significativa en la expresion de algunos genes
involucrados en la diferenciacién neuronal, la regulacién de los procesos metabélicos de
dopamina (Nr4al, Nr4a2 y Nr4a3), la contraccion muscular rapida (Myl1l y Mylpf) y la
sefializacion del dolor. Otro grupo de genes inductores de la sintesis de receptores
opioides en tejido del nervio ciatico ha mostrado igualmente una reduccion significativa

en sus respectivas rutas transcripcionales ©”.
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Otro modelo experimental, particularmente el pez cebra, también ha sido
empleado en los estudios de accion toxica de la ACR. Ensayos in vivo, realizados
durante el desarrollo del pez cebra incubado con ACR, ha mostrado que el desarrollo
embrionario normal podria ser alterado asi como la reduccion de la actividad
inmunoldgica de las larvas por la inhibicion de la absorcion de nutrientes y otras
sustancias necesarias. Dicho efecto ha sido vinculado con la alta hidrofilicidad de la
ACR; luego de 8 horas de exposicion de los embriones, aproximadamente el 70% de la
ACR es acumulada en la membrana externa y sélo un 0,3% ha sido encontrado en el
citoplasma. Dentro de los efectos de la ACR evaluados en las larvas del pez cebra, de 7
dias post fecundacion (7 dpf), se ha reportado la presencia de edema del saco vitelino,

malformacion axial grave y la deficiencia en la vejiga natatoria ©®.

El mismo modelo de pez cebra, ha sido eficiente en la identificacion de la
toxicidad a nivel del sistema nervioso inducida por numerosos compuestos con accién
neurotoxica, confirmada en los seres humanos. Ademas de la ACR, se ha ensayado el
etanol, la 6-hidroxidopamina, el taxol, el acido L-2 hidroxiglutarico, la neomicina, entre
otros. Con la excepcion del taxol, que se ha sido administrado, por microinyeccion
directa en los embriones del pez cebra, todos estos compuestos han sido colocados en el
agua de la pecera en el caso de las larvas %, Los agentes quimicos ensayados inducen
neurotoxicidad similar a la descrita en los humanos. Asi, el etanol produjo alteraciones
en el nervio Gptico, en las neuronas motoras y en la proliferacion neuronal. Por otra
parte, la 6-hidroxidopamina indujo una significativa pérdida neuronal, la ACR generd
desmielinizacion axonal tanto a nivel central como periférico y el taxol produjo

apoptosis neuronal, entre otros efectos toxicos. Con estos bioensayos se ha demostrado
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que el pez cebra es susceptible a varias neurotoxinas, de manera similar a los humanos y
otros mamiferos. Estos hallazgos apoyan el uso del pez cebra como un modelo
predictivo para evaluar la neurotoxicidad de diversos compuestos ©%. Sin embargo,
hasta el presente, en este modelo de pez cebra no se ha establecido claramente la

hematotoxicidad por estos compuestos neurotoxicos.

Todas estas evidencias tanto clinicas como experimentales, in vivo e in vitro, que
han expresado la accion tdxica de la ACR, incluyendo aquellas que la clasifican como
un agente probablemente carcinogénico “°, reflejan la vigencia de la toxicidad de la
ACR y sus derivados tanto a nivel de la hematotoxicidad como a nivel de la
neurotoxicidad. Sin embargo, el dafio sobre la morfologia del glébulo rojo, la alteracion
de estructuras sensoriales sensibles a la accion toxica de este agente contaminante, asi
como las caracteristicas funcionales, tisulares y celulares posiblemente vinculadas con la

intoxicacion por la ACR, no han sido claramente descritas.

En tal sentido, en la presente investigacion se ha propuesto evaluar la toxicidad
hemato-neuroldgica en un novel modelo experimental que presenta alta similitud con el
genoma humano, como lo es el pez cebra (Danio rerio), en sus estadios adulto y larvario
con el fin de aportar informacién que contribuya a la comprension de las sefiales de dafio
morfo-funcional, tanto a nivel del sistema hematopoyético como a nivel de las

estructuras sensoriales posiblemente relacionadas con la intoxicacién por la ACR.
I1.d. El pez cebra (Danio rerio) como modelo experimental

El pez cebra (Danio rerio) (Fig. 7), es un pequefio pez actinopterigio del

Superorden Teleostei, Orden Cypriniformes y Familia Cyprinidae. Es originario de
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aguas dulces del sureste asiatico, mide entre 3 y 5 cm de longitud en la edad adulta,
presentan dimorfismo sexual, siendo las hembras las de mayor tamafio. Se caracterizan
por ser alargados, fusiformes, de color dorado o plateado, presentan una aleta dorsal

Unica; longitudinalmente poseen de 5 a 9 bandas de color azul oscuro, dandole un

(41)

aspecto cebrado, al cual se debe su nombre

Fig. 7. El Pez Cebra (Danio rerio) “?.

En las ultimas décadas, ha habido un interés creciente por el organismo
vertebrado pez cebra (Danio rerio) como herramienta para estudiar la enfermedad
humana. En el pez cebra, se ha mapeado totalmente su genoma, lo que ha permitido
evidenciar una alta similitud con el genoma humano, incluyendo las regiones no
codificantes. Ello ha permitido sugerir que numerosos genes implicados en las

enfermedades humanas podrian ser comparados en el genoma del pez cebra 2.

En estudios de mutagénesis, el pez cebra ofrece multiples ventajas debido a que
por su pequefio tamafio se hace viable mantener en un espacio razonable la cantidad de
lineas necesarias para realizar cruces y a sus mutantes resultantes “¥. Asi, el corto
tiempo de generacion de un pez adulto, aproximadamente de tres meses, determina que
transcurra menos de un afio entre el proceso de mutagenesis y la obtencion de individuos

homocigotos. Igualmente, la puesta de cientos de huevos y el desarrollo externo de los
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mismos facilita el andlisis genético. En los Ultimos diez afios, en el pez cebra se han
encontrado méas de mil mutaciones que afectan el desarrollo y/o funcionamiento de

6rganos 4.,

Las caracteristicas de este modelo experimental, como son la embriogénesis
externa y la transparencia de los embriones permiten observar en el microscopio todos
los estadios de su desarrollo. La organogénesis del pez cebra es rapida, a las 24 horas
post-fecundacién (24 hpf), se aprecia la segmentacion del cerebro y la formacion de
estructuras como el tubo neural, la notocorda precursor del madsculo y los somitos
precursores del esqueleto. Para los 5 dias post-fecundacion (5 dpf), se pueden observar
al microscopio las estructuras de los Organos internos totalmente desarrollados o en
desarrollo como el corazon, el higado, los rifiones y el pancreas, ademas se han formado
organos sensoriales como los ojos y los oidos, siendo facilmente comparables con los
6rganos en el estadio adulto (Fig. 8) “®. Asimismo, los sistemas circulatorio, digestivo y
nervioso son perfectamente funcionales. En este momento el pez es totalmente capaz de
responder a estimulos visuales, olfativos y mecanicos “®, lo que hace eficiente al pez
cebra en los estudios de toxicidad de sustancias que son absorbidas del medio en que se

los mantiene “7.
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Fig. 8. (E§quema de los 6rganos del pez cebra. A: estadio larvario de 5 dias post fertilizacion (dpf); B: pez
adulto “°,

El mantenimiento del pez cebra es de bajo costo, tienen alta fertilidad, se
reproducen durante todo el afio, corto tiempo de generacion, y al ser un vertebrado
muestra gran correlacion con los modelos de mamiferos “®. Dentro de las similitudes
estan el tipo de proteinas utilizadas en el desarrollo de diferentes 6rganos y tejidos, los
mecanismos para el desarrollo de organismos adultos, asi como procesos que determinan

el envejecimiento y la muerte “.
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Este biomodelo, asociado a la posibilidad de evaluar el efecto de numerosos
compuestos quimicos con potencial terapéutico o tdxico, ha marcado el nacimiento de
una nueva etapa en el area de la biomedicina (Tabla 111) “¥. Entre las principales

ventajas para el uso del pez cebra como modelo experimental estan las siguientes “7);

.- Se trabaja con todo el genoma de un organismo completo, aportando mas y mejor

informacion que los modelos celulares.

.- Permite la obtencién de resultados més rapidamente y es menos costoso que trabajar

con roedores.

.- Reconocidos organismos internacionales como la EPA (Agencia de Proteccion
Medioambiental de los EEUU) y la OCDE (Organizacién para la Cooperacion y
Desarrollo Econdmico), han considerado el modelo de pez cebra como una de las
mejores alternativas para investigar los efectos de compuestos tdxicos en el medio

ambiente.

.- Ademas de la tolerancia al dimetilsulfoxido (DMSO) al 1%, el pez cebra tiene la
capacidad de absorber compuestos directamente desde el agua; en el caso de compuestos

de muy baja solubilidad, se pueden administrar por microinyeccion.
.- Satisface el criterio de las 3 Rs (Reducir, Refinar y Reemplazar).

.- Se requiere menor cantidad del compuesto a analizar, comparado con otros modelos

de vertebrados.
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Tabla I11. Impacto del Pez cebra en Biomedicina y Biotecnologia.

CAMPO DE APLICACION EJEMPLO COMENTARIO/
DIANA
Desarrollo de Nuevos FArmacos
Descubrimiento Control de arritmia severa | Ort6logo de HERG

Mecanismo de Accion

Angiogénesis

Metioninaaminopeptidasa

Metabolismo y excrecion

Metabolismo de pequefias
moléculas

Farmacodinamia y farmacocinética | Rutas de absorcion Genérico

Modelos de Enfermedad

Céncer Leucemia c-myc
Metéstasis

Cardiovascular Insuficiencia circulatoria | Syndecan-2

Trastornos del comportamiento

Alteraciones del suefio y
drogodependencias

Receptores de opiaceos

Enfermedades poco  frecuentes | Sindrome de DiGeorge Mutacion Van Gogh (tbx1)
(raras) Anemia de Fanconi FANCD?2
Atrofia muscular espinal | Smn
Toxicogenémica
Contaminacion ambiental Evaluacion de la calidad | Genérico
del agua
Cadmio HSp70

Piscicultura

Estudio de patogénesis

Infecciones bacterianas y
viricas

Estreptococo y Salmonella

Desarrollo de vacunas

Vacunas antiviricas

Virus con capside

Biorreactores

Produccion de proteinas
de interés biomédico

FVII
Genérico

Fuente: Rojas-Mufioz y col., 2007, modificado por Hernandez C, 2013 “Y. HERG:Gen Eag relacionado
a humanos; c-myc: gen regulador del factor de transcripcidén, pro-oncogén; Syndecan-2:
proteina integral de membrana; tbx1: factor de transcripcion; FANCD2: anemia de Fanconi,
grupo de complementacion D2; Smn: gen que ayuda a la supervivencia de las neuronas
motoras; HSp70: proteinas de shock térmico de 70 KDa; FVII: gen que codifica al factor VII de
coagulacién.

Adicionalmente a todas estas caracteristicas el modelo experimental propuesto
presenta unidades morfo-funcionales de facil acceso y manipulacion. Particularmente, su
sistema hematopoyético asi como las caracteristicas de su sistema nervioso posibilitan el
estudio de alteraciones hematicas y el estudio de la accion de diversos agentes
neurotoxicos, respectivamente, de manera similar a los estudios realizados en

mamiferos.
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Il.e. Tejido Hematopoyético

El sistema hematopoyético en los mamiferos esta formado por 6rganos y tejidos
involucrados en la proliferacion, maduracion y destruccion de las células sanguineas. La
principal fuente del tejido hematopoyético se ubica en el hueso, especificamente en la
cavidad de la médula Osea, a partir de la cual se sintetizan los diferentes elementos
celulares de la sangre “%. El adecuado funcionamiento de este sistema hematopoyético
asegura la produccion de las células responsables del transporte de oxigeno, de la
coagulacién sanguinea y de la inmunidad tales como los eritrocitos, las plaquetas y los

leucocitos, respectivamente ),

A diferencia de los mamiferos, la principal fuente del tejido hematopoyético del
pez cebra se encuentra ubicada en dos o6rganos, como lo son el bazo y el rifion,
especificamente, en la pulpa roja del bazo (Fig. 9) y en el intersticio renal (Fig. 10). Las
células madres hematopoyeéticas del pez cebra, se ubican en el estroma del tejido reticulo
endotelial, de manera similar a como se ubican estos precursores en la médula 6sea de

los mamiferos ©9.

(50)

Fig. 9. Bazo del pez cebra adulto. Magnificacion a 100 x del tejido, a: pulpa roja; b: elipsoide
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eSS |
Fig. 10. Rifi6n del pez cebra adulto. Magnificacidn a 100 x del
distal; c: tabulo colector; d: tejido hematopoyético 2.

Las células endoteliales en el pez cebra se alinean formando numerosos senos, a
través de los cuales pasa la sangre de la vena porta renal para ser filtrada y depurada de
las células seniles; ademéas de ser incorporadas las nuevas células sanguineas a la
circulacion (Fig. 11). Los peces poseen una circulacion cerrada, simple e incompleta, ya
que la sangre solo fluye una vez por cada vuelta y ademas en el corazdn, de estructura
tubular, se da la mezcla de sangre oxigenada con sangre desoxigenada, a diferencia de la

circulacion sanguinea en el corazén de cuatro cavidades en los mamiferos ©V.

rama arterial 56 dpl

Eritrocitos Aferentes

Eritrocitos Eferentes

Fig. 11. Circulacién sanguinea en la larva del pez cebra de 5-6 dpf 2.
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Las células sanguineas del pez cebra (Fig. 12 a-g), son similares a las células de
los mamiferos, a excepcién de los eritrocitos y las plaquetas. Los eritrocitos son
ovalados y nucleados, ademas utilizan el metabolismo aerdbico en lugar de metabolismo
anaerobico para generar trifosfato de adenosina. Las plaquetas (Fig. 12 b-c) también son
nucleadas e igualmente desempefian un papel fundamental en la coagulacion sanguinea.
Respecto a los leucocitos, al igual que en los mamiferos, tienen un papel importante en
la defensa del organismo. Se han identificado dos tipos de granulocitos como lo son los
neutrofilos (Fig. 12 g) y los eosindfilos (Fig. 12 c), siendo los primeros los granulocitos
mas abundantes y con morfologia similar a la de los neutréfilos de mamiferos. Cabe
destacar que el aspecto de los eosindfilos difiere considerablemente de los eosinofilos de
los mamiferos, ya que su nicleo no es segmentado y se ubica hacia la periferia. Los
monocitos (Fig. 12 d), morfolégicamente son muy similares a los monocitos de los
mamiferos y constituyen aproximadamente del 5-15% de los leucocitos circulantes. Bajo
las circunstancias adecuadas, estos monocitos se diferencian en macr6fagos maduros
(Fig. 12 e). Igualmente en los peces se han descrito equivalentes funcionales de los
linfocitos B y T (Fig. 12 f), que constituyen aproximadamente el 71-92% de la poblacion

de leucocitos circulantes en la sangre del pez cebra ©©.

o - . N
:.‘\.‘ .\ ...."l - ‘.Q\ ..\ .
',\\ s ’ ’. v M - .
l\ W ..T‘.\o ‘. P “| ¢ ,.\'— o=
i ® D G , =y
':\:'.- > 3 i s . =] \'T\ T
Ajoyv By .U Dyv", K F ¢, Gre”

Fig. 12. Sangre periférica, células sanguineas del pez cebra (Danio rerio), a: eritrocitos; b: plaquetas
activadas; c: plaqueta inactiva (flecha delgada), granulocito eosinéfilo (flecha gruesa); d: monocito; e:
macréfago; f: linfocito; g: granulocito neutréfilo ©.
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Las células sanguineas de particular interés en la presente investigacion han sido
los eritrocitos, ya que son las células contentivas de la hemoglobina (Hb), importante
globulina en el transporte de oxigeno. La hemoglobina es una proteina rica en grupos
valina; grupo que le confiere una alta capacidad reactiva ®”. En los humanos, presenta
cuatro subunidades, dos subunidades alfa (o) y dos subunidades beta (B), relacionadas
mediante enlaces no covalentes (Fig. 13). Cada subunidad contiene un grupo Hem,

almacenado en la estructura hidrofébica de una cadena proteica de globina ©2.

Otra caracteristica importante de la Hb es su proceso de biosintesis (Fig. 14), en
el cual participan diferentes grupos enzimaticos tanto en la fase mitocondrial como en la
citoplasmatica. Ambas fases, podrian ser blancos de la accion tdxica de diversos agentes
xenobioticos. La sintesis del grupo Hem, se inicia con la condensacion de la glicina y el
succinil coenzima A, reaccion que sucede en el interior mitocondrial en presencia de:
cofactor fosfato de piridoxal, hierro ferroso y la enzima delta-amino-levulinico-sintetasa
(ALAS) y da origen al acido delta-aminolevulinico (ALA). EI ALA abandona la
mitocondria y, en el citoplasma, dos moléculas del ALA se condensan para formar el
porfobilindgeno. Este porfobilindgeno, es producto de una reaccion de deshidratacion
catalizada por la enzima acido 6-aminolevulinico dehidratasa (ALAD), la cual presenta
en su sitio activo, grupos sulfhidrilos que requieren el ién zinc como cofactor. Una vez
constituido el porfobilindgeno, sufre diversas transformaciones por accién enzimatica en
esta fase citoplasmatica, dando origen al coproporfirindgeno Il que ingresa al interior
mitocondrial. Dentro de la mitocondria, la accion consecutiva de las enzimas

coproporfirindgeno 11 oxidasa, protoporfirindégeno 111 oxidasa y ferroquelatasa conlleva

27



a la sintesis del grupo Hem que a nivel citoplasmatico se acopla a la cadena de globulina

correspondiente %%,

Cadenaa

Glébulo rojo
Cadenaf

orma eliptica de |a
molécula de polipéptido

Fig. 13. Estructura de la molécula de hemoglobina humana (www.Ecogenesis.com)
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Fig. 14. Biosintesis de la hemoglobina ©*.
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En este proceso de sintesis de la Hb, de particular interés resulta la actividad de
la enzima ALAD (E.C.4.2.1.24), ya que al catalizar una reaccion limitante en la
formacion de la Hb, como es la formacion de porfobilindgeno, su inhibicién conduce al
blogueo de la sintesis de todos los tetrapirroles naturales como son el grupo Hem vy las
cobalaminas ©°.

En el pez cebra, la biosintesis de la Hb comienza en una etapa temprana del
desarrollo de manera similar a la sintesis descrita en los mamiferos ®® y la eritropoyesis
se inicia aproximadamente a las 15 horas post-fecundacién (15 hpf). Los glébulos rojos
maduros, que contienen la Hb, estan presentes en la circulacion luego de las 24 hpf ©7.
Se ha reportado que la hemoglobina del pez cebra, al igual que en los mamiferos,
presenta dos cadenas alfa y dos cadenas beta, aumentando en gran medida, la capacidad

de oxigeno en la sangre, permitiendo a su vez el transporte eficiente de este gas desde

los pulmones, las branquias v la piel, hacia los érganos internos ©2.
I1.f. Sistema Nervioso

En términos generales, en la organizacion del sistema nervioso (SN) de todos los
vertebrados se destaca el encéfalo y la médula espinal (Fig. 15), originados a partir del
neuroectodermo de la placa neural ®. Particularmente, en la topografia cerebral del pez
cebra, el encéfalo se diferencia en tres porciones principales: una anterior, una media y
una posterior (Fig.16), las cuales actuan como plataforma de recepcion de diversos
estimulos ambientales. En la parte anterior del encéfalo, se reciben estimulos olfatorios,
en la parte media los estimulos Opticos y en la parte posterior se captan los estimulos
auditivos, vibratorios, entre otros. Los estimulos somaticos del resto del cuerpo son

canalizados por la médula espinal con proyeccion hacia el encéfalo 9.
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Fig. 15. Plan bésico de organizacién del Sistema Nervioso (SN) en vertebrados ©°.

posterior

L/

Parte
anterior

Fig. 16. Cerebro del pez cebra adulto de 5 meses de edad (lado ventral). OL: l6bulo olfativo, Tel:
telencéfalo, TO: tectum Optico, HP: hipotdlamo, BS: tronco cerebral. Fuente: Vargas y col., 2011,
modificado por Herndndez C, 2014 ©V.

Sobre esta plataforma receptora de los diversos estimulos se encuentran las
principales estructuras mecanosensoriales. En los peces, se distinguen el oido interno y
el sistema de la linea lateral (LL). En el estadio larvario del pez cebra, se destaca este
sistema, como un antiguo rasgo evolutivo en los vertebrados, el cual permite captar
vibraciones en el medio acuoso, ayudando al pez a percibir variaciones de las corrientes

del medio, capturar las presas, desplazarse y evitar a los depredadores, entre otros ©.
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El sistema de la linea lateral (LL) esta conformado, entre otras estructuras, por
los neuromastomas (Fig. 17 a-b), los cuales son células pilosas agrupadas a manera de
racimos, encapsuladas y conectadas por fibras aferentes, tanto a nivel craneal como
troncal. Estas estructuras sensoriales en el pez se ubican en diferentes puntos de la
superficie y del interior del cuerpo (Fig. 18 a-b y Fig. 19 a-e). Su distribucion superficial

las hace particularmente efectivas en el movimiento de los peces 9.

a o e .~ Estereocilios
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Fig. 17. a) Esquema de la estructura del neuromastoma. b) Imagen del neuromastoma con microscopio
electrénico de barrido, se observa la diferencia de longitud entre un Kinocilio y los estereocilios ©.

Fig. 18. a) Patrén de distribucion de los neuromastomas craneales y troncales en larva del pez cebra 5dpf.
b) Esquema de organizacion del desarrollo de los neuromastomas (L1-L5) .
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Fig. 19. Desarrollo del sistema de Linea Lateral Posterior (LLP). A: en la larva de 32hpf, el primordio
(Prim1) va con migracion caudal a partir de los neuromastos L1 y L2 (rojo). B: en la larva a los 3dpf,
Prim1 alcanza la punta de la cola donde se fragmenta en 2 0 3 neuromastos terminales; aproximadamente
a las 36hpf se forma segundo primordio, Prim2 a partir de Prim1 y sigue en paralelo el mismo trayecto de
Prim1. Luego, se inicia PrimD en la linea dorsal (azul). C: a las 3 semanas post-fecundacién hay
formacion de neuromastos a partir de las células interneuromasticas depositadas por Prim1 (rojo); Prim2 y
PrimD han completado su trayecto. Los neuromastos de la LLP se han desplazado a posiciones mas
ventrales. D: en la transicion de larva a juvenil, las lineas dorsal y lateral se han completado y desplazado
ventralmente. Se han formado dos nuevas lineas (verde). E: adulto joven expuesto a luz fluorescente con
coloracién vital especifica para células pilosas ©.

Entre otra de las plataformas receptoras de estimulos ambientales estan los
melanoforos, células derivadas de la cresta neural (Fig. 20). Los melan6foros son células
de aspecto estrellado, debido a la disposicion intracelular de los melanosomas que se
distribuyen a manera de rayos desde el ntcleo y hacia la periferia ©. Los melanosomas
son vesiculas contentivas de melanina, un pigmento oscuro, derivado de la tirosina
oxidado y no fluorescente que regula la pigmentacion en los animales de color. Cabe
destacar que los melanéforos son funcionalmente modificados por células musculares

lisas que regulan el trafico de los melanosomas en los filamentos del citoesqueleto
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generando amplios patrones cromaticos llamativos; por lo tanto, si el ambiente es
oscuro, se da la contraccion del melandforo lo que produce la agregacion de los granulos
de melanina y el pez presentara una coloracion oscura; si el ambiente es luminoso, se da
la relajacion del melandforo lo que produce la dispersion del pigmento por lo que el pez
presentard una coloracion clara en sus bandas. Los eventos bioquimicos vinculados a
estos procesos de modificacion del color requieren de la participacion del calcio

extracelular ©.

Fig. 20. Esquema del melan6foro. Modelo del rol crucial del Ca** y MSH (Hormona Estimulante de
Melanocitos) en el movimiento bidireccional de los melanéforos ©. Ligando como neurotransmisores y
hormonas se unen a receptores especificos para activar la contraccién del musculo liso. El papel crucial de
Ca’*y MSH en el movimiento bidireccional de melanéforos, es seguido por la activacion de la fosfolipasa
C (PLC) promoviendo que el inositol trifosfato (IP3)-dependiente de la liberacion de Ca® * desde los
depdsitos intracelulares y que el diacilglicerol (DAG)-sensible activacion de la proteina quinasa C (PKC),
faciliten la entrada de Ca’ * a través de los canales de calcio dependientes de voltaje, resultando en la
agregacion de pigmento. La estimulacion de los receptores alfa MSH que se acopla a proteinas Gsa
estimulando a su vez la adenilato ciclasa y aumenta el cCAMP intracelular activa una bomba de calcio que
conduce a la expulsion del mismo fuera de las células resultando en la dispersion de pigmento. En el caso
de las células pigmentadas, la accién de la concentracién hormonal de los melanocitos (MCH) se ve
reforzada por la ausencia de Ca®* intracelular, que en el caso del masculo liso puede ser un homélogo
desencadenado por B receptores adrenérgicos (noradrenalina o NE) ©.
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A nivel funcional, todas estas estructuras receptoras de los estimulos sensoriales
se acoplan a circuitos neuronales que median las respectivas respuestas a los estimulos
percibidos. Particularmente, en el pez cebra, han sido identificados los circuitos
neuronales dopaminérgicos, serotoninérgicos y colinérgicos . Como es sabido, el
circuito colinérgico es un importante modulador de la neurotransmision, siendo
reconocido por su participaciéon en el control de la actividad locomotora, el
comportamiento emocional y en los procesos cognitivos ©3) La accion colinérgica, esta
mediada por la acetilcolina (ACh), un neurotransmisor que se sintetiza a partir de la
colina y la acetil-coenzima A, en una reaccion catalizada por la colinacetiltransferasa. La
ACh, estimula a los receptores colinérgicos y es rapidamente hidrolizada a colina y
acetato, por accion de la acetilcolinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7) ©3®. particularmente,
en el pez cebra ha sido demostrado que la AChE es codificada por un solo gen que ha
sido clonado, secuenciado y funcionalmente detectado ©*®®). Debido a que la AChE se
encuentra tanto en el tejido nervioso como en el glébulo rojo, los cambios en su
actividad a nivel sanguineo podrian correlacionarse con los efectos tdxicos a nivel del

sistema nervioso ©®,

Todas estas caracteristicas morfo-funcionales en el pez cebra (Danio rerio), lo
han definido como un modelo animal clave en la neurociencia V. Como modelo
experimental, ha permitido evaluar la organogénesis, con el uso de técnicas
convencionales de microscopia, lo que ha favorecido el estudio de procesos basicos del
desarrollo. Con ello, se ha logrado visualizar estructuras sensoriales en el estadio
larvario, como los neuromastomas de la linea lateral 9. Cabe destacar que el pez cebra,

ha sido considerado como un modelo predilecto en la comprension de las alteraciones
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morfo-funcionales de patologias inducidas por sustancias tdxicas, lo que justifica

emplearlo en la evaluacion de la toxicidad por ACR.
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I1.g. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La exposicion a la acrilamida (ACR) es una agresion toxica para el organismo
humano que ha recobrado vigencia, debido a la ubicuidad de dicho agente al
identificarse su presencia en agua potable, productos de uso comercial, humo del
cigarrillo, entre otras fuentes. En la Gltima década a nivel mundial, se ha divulgado una
importante fuente de contaminacion que no solo ha tocado el ambiente industrializado,
sino que ha invadido espacios fundamentales para el ser humano como es la
alimentacion. Por ello, se han activado las alarmas sanitarias a nivel internacional, lo que
ha incentivado la investigacion a nivel experimental a objeto de indagar sobre los efectos
y los mecanismos de toxicidad de este importante xenobiotico. Con el presente estudio
se pretende aportar informacion acerca de las caracteristicas morfo-funcionales
vinculadas a la posible accién hemato-neurotéxica de la ACR en un novel modelo

experimental como es el pez cebra.

I1.h. HIPOTESIS

Si la ACR interviene sobre unidades morfo-funcionales tales como el sistema
hematopoyético y 6Organos sensoriales, en su mayoria controlados por el sistema
nervioso, entonces, el desarrollo de bioensayos que permitan la identificacion de las
sefiales de dafio emitidas por dichas unidades morfo-funcionales, podrian contribuir en
la comprension de la etiologia del dafio inducido por este agente, toxicoldégicamente

activo, ademas de entender la posible relacion hemato-neuroldgica propuesta.
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ILi. OBJETIVOS
ILi.;. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta hemato-neuroldgica en adultos y larvas del pez cebra (Danio rerio)

expuestos a la acrilamida.

I1.i.,. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la concentracion letal media (CLsg) de la ACR, tanto en el modelo larvario

como en el pez cebra adulto (Danio rerio).

2. Analizar el efecto de la acrilamida sobre la unidad morfo-funcional hematopoyética:
.- Morfologia del tejido sanguineo del pez cebra adulto.
.- Hemoglobina (Hb) en la sangre del pez cebra adulto.

.- Actividad enzimética de la acido 6-aminolevulinico dehidratasa (ALAD) vy la

acetilcolinesterasa (AChE) en la sangre total del pez cebra adulto.

3. Analizar el efecto de la acrilamida sobre la unidad morfo-funcional 6rganos

sensoriales:
.- Actividad motora de adultos y larvas del pez cebra.

.- Estructuras de organos sensoriales, como son los neuromastomas y los

melano6foros en larvas del pez cebra.

4. Evaluar el efecto sistémico de la acrilamida en el pez cebra adulto.
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11 MATERIALES Y METODOS

I11.a. Obtencion del pez cebra adulto

Los peces cebra adultos de cepa silvestre (wt) fueron obtenidos de una casa
comercial. Previo a la incorporacion de los mismos al acuario, se requirié de un proceso
de adaptacion evitando cambios bruscos de ambiente (Fig. 21). En primer lugar, se debid
introducir el medio de transporte cerrado de los peces (empaque pléstico) dentro del
acuario, a fin de equilibrar la temperatura dentro del medio de transporte con el agua del
acuario; luego de 5 minutos, se procedio a abrir el medio de transporte para favorecer el
intercambio gaseoso con el ambiente. Seguidamente, se agregaron aproximadamente
200 ml de agua del acuario dentro del medio de transporte, se dejo reposar durante 10
minutos procedimiento que se repitié dos veces mas; se observo el comportamiento de
los peces ya que se cambié la temperatura, el pH y los nutrientes del ambiente.
Transcurrida media hora del contacto de los peces con el agua del acuario, con la ayuda
de una malla los peces fueron liberados en el acuario. Los peces fueron mantenidos en el
laboratorio en un acuario de vidrio de 120 cm de largo, 50 cm de profundidad y 30 cm
de alto, provisto de filtro interno de carbon activado y un aireador para la oxigenacion
del agua. Se mantuvieron alimentados, tres veces al dia, con alimento en hojuelas para
peces (Kantal S.A.). Transcurridos 20 dias de acondicionamiento de los peces, los

mismos fueron seleccionados para la realizacién de los bioensayos.

38



Fig. 21. Protocolo de incorporacion de los peces al nuevo ambiente. Fuente: casa comercial.

I11.a.;. Obtencidn de los huevos y las larvas del pez cebra

Para la obtencion de los huevos y las larvas, se utilizaron peces cebra adultos de
tipo silvestre (wt), posterior al periodo de acondicionamiento de 20 dias. La puesta de
huevos se indujo luego de un ciclo de luz-oscuridad de 16 y 8 horas respectivamente,
con lamparas de 11 vatios FLC (lamparas fluorescentes compactas), manteniéndose una
temperatura entre 21 y 25 °C. Una vez que las hembras liberan los huevos en el agua, los
mismos son fecundados por los machos. Debido a que los huevos no son adhesivos, caen

libremente, depositdndose en una malla que se encontraba en el fondo del acuario,
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evitando asi que fueran consumidos por los peces adultos. Se recolectaron los huevos en
tandas de 100-200 por dia, fueron extraidos, lavados y colocados en placas de Petri para
ser incubados a 28 °C hasta que alcanzaron los 5 dias post-fecundacion (5 dpf), estadio

que se utilizé para la dosificacion con ACR ©7.

I11.b. Dosificacién de Acrilamida en el modelo del pez cebra adulto y calculo de la

ClLso

Para calcular la concentracion letal media (CLs) de la ACR, en el modelo del
pez cebra adulto, se procedid a realizar una curva dosis—respuesta, a fin de conocer la
concentracion de ACR que gener0 el efecto esperado en el 50% de los organismos
expuestos en un tiempo definido. Como indicador de la respuesta esperada, se utilizo la
muerte del organismo expuesto. Para la dosificacion se preparé una solucion madre de
0,5 mg/ml, concentracion equivalente a 7 mM, de ACR (Promega), calculada en base a
la concentracion neurotxica de ACR estimada por la OMS ©9. A partir de esta solucién
madre se realizaron diluciones seriadas, teniendo el siguiente rango de concentraciones a
ensayar: 0,015; 0,031; 0,062; 0,125; 0,25; 0,5 mg/ml de ACR en agua de pecera. Este
ensayo se realizd en peceras con capacidad para tres litros de agua (Fig. 22), provistas de
un aireador, para garantizar niveles de oxigenacion adecuados, haciendo uso de pez
cebra adulto, tanto hembras como machos, los cuales fueron expuestos a las distintas
concentraciones de ACR durante 8 dias. Cada dia se renovaron las soluciones del toxico
y el agua de los peces controles, a fin de evitar la acumulacion de desechos procedentes
de los animales experimentales. Diariamente se monitoreo el peso promedio tanto de los
peces tratados con la ACR como de los peces controles, utilizando una balanza Mettler

PN1210 cuya precision es de 0,01 gramos. Cada bioensayo se realizo por duplicado, y
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en cada pecera se colocaron 7 peces en un volumen final de 2 litros de las diferentes
soluciones de ACR evaluadas. Se mantuvo constante el suministro de alimento en 200

mg, a fin de garantizar la adecuada disponibilidad del mismo.

Fig. 22. Peceras para dosificacion del pez cebra adulto.

Todo esto con el proposito de establecer el rango de concentraciones que
permiti6 calcular la CLsy por el método de Spearman-Karber ®®. Este es un método
estadistico aproximado no paramétrico que proporciona una buena estimacion de la
media y la desviacion estandar. Si la distribucion es simétrica, se obtiene una estimacion
de la concentracion letal media (CLsg) con un intervalo de confianza del 95%. Bajo las
condiciones mencionadas, y si ademas la distribucion considerada es mas normal que

logaritmica, se cumple que:

CL s0=m=Xy—d (S~1/2)
Donde:
Xk= dosis minima a partir de la cual se obtiene 100% de muerte.
d = intervalo entre cada dos dosis.

S;= suma de las fracciones de individuos que presentaron muerte.
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La desviacion estandar SCLsg, 0 mas facil Sm, se determina mediante la

siguiente ecuacion:

Sm=d V 2(S2)-S1-(S1)? — (1/12)

Donde, S, = suma de la fraccion acumulada de los individuos que presentaron muerte

(68)

Ademas del método Spearman-Karber, se utilizé el método Probit ®® un método
paramétrico, que permite relacionar una variable independiente (concentracion del
toxico) y una variable dependiente (respuesta=mortalidad), para ello, se definieron los
siguientes parametros: a) concentracion de ACR (d), b) nimero de individuos expuestos
(n), ¢) namero de individuos muertos (r), y d) porcentaje del efecto causado (p). La
representacion grafica del porcentaje (%) de muerte versus la concentracion de ACR,
genero una curva sigmoidea, que posteriormente, al transformar los valores de
porcentaje de muerte en valores Probit (tabla V) y los valores de concentracion de ACR
en expresion logaritmica, permitio la transformacion de la curva en un sistema lineal que
fue analizado como una regresiéon, con lo cual fue posible estimar la correlacién entre las
variables. La formula de Probit para hallar el porcentaje de efecto (p %) a travées de p %
= (nimero de individuos muertos o afectados r / nimero de individuos n) x 100. Lo que

se traduce en la siguiente ecuacion:

P%=(r/n) x 100
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Tabla IV. Relacién entre el Probit empirico y el porcentaje de mortalidad.

% 0 1 2 3 - 5 6 7 8 9

0 . 2,67 2,95 3,12 325 3386 345 3,52 3,50 3,664
10 372 3,77 3.82 3,87 3,92 3,06 401 408 408 412
20 416 419 423 426 429 433 436 439 442 4 .45
30 448 450 453 4,56 459 461 464 467 468 472
40 475 477 4,80 482 485 4,87 490 492 495 497
50 500 503 508 508 510 513 515 518 520 5,23
60 525 5,28 531 533 5,38 539 541 544 547 5,504
70 552 5,56 558 5,61 564 567 571 574 577 581
80 584 588 502 585 599 6,04 6.08 6,13 6,18 6,23
20 6,28 6,34 641 6,48 6,55 6,64 675 6,88 7,05 7.33
% 00 0.1 0,2 03 04 05 06 0,7 08 09
oo 7.33 137 7.41 7.46 7.51 7.58 7,65 7.75 788 8,06
" Valores entre 90,0y 90.0

Fuente: Diaz y col., 2005 ©9.

I11.b.;. Dosificacién de Acrilamida en modelo larvario del pez cebra y célculo de la

CLso

Para determinar la concentracion letal media (CLsp) de la ACR en el modelo
larvario del pez cebra, se procedié de manera similar al protocolo descrito en el modelo
del pez cebra adulto para establecer la relacion dosis—respuesta, a fin de conocer la
concentracion de ACR que generé la mortalidad en el 50% de los organismos expuesto
en un tiempo definido. Se probaron los mismos rangos de concentraciones de ACR que
en el modelo adulto. Este bioensayo se realizé en placas de dosificacion de 24 pozos
(Fig. 23), haciendo uso de larvas de pez cebra de 5 dpf, las cuales fueron expuestas a las
distintas concentraciones de ACR durante 24 horas. Cada bioensayo se realizd por
duplicado, y en cada pozo se colocaron 10 larvas en un volumen de 2000 pl de las
diferentes soluciones evaluadas. Todo esto con el proposito de establecer el rango de
concentraciones que permitié calcular la CLsg por el método de Spearman-Karber,

previamente descrito.
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Fig. 23. Placa de dosificacién de 24 pozos. (http://www.coldspring.com.cn/confocal_dish.htm)

Una vez obtenidas las concentraciones letales medias (CLsg) y sus respectivas
desviaciones estandar para cada poblacion adultos y larvas de pez cebra, todos los

bioensayos fueron realizados a las tres concentraciones a saber: concentracion sub-

letal media (CLsp), concentracion letal media (CLso) y concentracion supra-letal

(CLso").
I11.c. Extraccion de la muestra de sangre del pez cebra adulto

Transcurridos los 8 dias de tratamiento con la ACR, en la poblacion
sobreviviente, se procedid a realizar la extraccion de la muestra de sangre en la arteria
aorta dorsal del pez cebra adulto, segtin el protocolo de Pedroso y col. (2012) 9, basado
en estandares internacionales de bioética. Para ello, se anestesiaron los peces
colocandolos en una cubeta de 8x11x4 cm, con un sistema de agua con hielo, durante 1
minuto 30 segundos hasta alcanzar la inmovilizacion por hipotermia. Se procedié a fijar

al pez en un sistema sobre una capsula de Petri para la diseccion; se realizo un lavado
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con heparina en la zona de corte, ubicada entre la porcién cefalica y la aleta dorso-lateral
derecha (arteria aorta dorsal). Una vez obtenido el flujo sanguineo se recogid
rdpidamente la muestra con la punta heparinizada de una micropipeta de 10 uL, por cada
pez dependiendo del tamafio se colecto aproximadamente entre 5 y 10 pl de sangre, por
lo que se trabajo con el pool de la sangre de los peces tanto en el caso de los peces
tratados como en el caso de los peces controles. La sangre fue colocada en un criotubo
Ependorff de 0,5 ml, previamente heparinizado, a partir del cual se distribuyé la muestra
segtin el volumen requerido en los diferentes ensayos de hematotoxicidad . Luego del
sacrificio de los peces, los mismos fueron fijados con formalina buffer al 10% para la

realizacion de los andlisis de cortes histologicos.
I11.d. Evaluacion de la hematotoxicidad

I11. d.;. Analisis de la morfologia del tejido sanguineo del pez cebra adulto expuesto

a la Acrilamida.

Se realizaron frotis de la sangre tanto de los peces tratados con la ACR como de
los controles, mediante el extendido de una gota de sangre de 3-4 mm de diametro en la
superficie de una lamina portaobjetos (Fig. 24), a fin de evaluar la morfologia de las
células sanguineas, se hizo uso de la tincion de Giemsa y de la sonda fluorescente de

Hoechst, ésta Gltima debido a que todas las células del pez cebra son nucleadas.

gotade |
sangre Ny

"\ N \
v ——>

Fig. 24. Extendido del frotis de sangre periférica.
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Tincidn de Giemsa: es un método estandar para el examen de frotis sanguineos, cortes
histolégicos y otro tipo de muestras bioldgicas. La tincion de Giemsa emplea como
colorante fundamental una mezcla de derivados tiacinicos cationicos (azur A, B y azul
de metileno) utilizados para tefir los ndcleos celulares, y de eosina como colorante
citoplasmatico de caracter anionico. Esta mezcla es soluble en alcohol metilico, por lo
que en disolucion, los componentes moleculares electropositivos y electronegativos se
combinan entre si para formar los derivados salinos (eosianato de azur A, B y de azul de
metileno). El fundamento de la técnica radica en la disociacion controlada de las sales de
eosianato, lo cual ocurre al insolubilizar la mezcla de Giemsa por dilucién en agua
destilada; asi, la eosina liberada colorea el componente extracelular y determinadas
estructuras acidofilas y los derivados de azur, colorean las estructuras de caracter
baséfilo. Como resultado de esta tincidn, los eritrocitos se tifien de rosa—naranja, los
ntcleos de azul-parpura y el citoplasma de rosa ?. Metodologia: el frotis de sangre
periférica se fijé con metanol, posterior a ello se colocé el colorante de Giemsa, se dejé
actuar durante 2 minutos, luego se lavé la lamina con agua corriente. Una vez escurridos

los frotis, fueron observados bajo el microscopio de luz a 40x de aumento.

Sonda de Hoechst: es una sonda util en el marcaje del ADN en la microscopia de
fluorescencia y en la clasificacion de las células segun sean o no activadas por
fluorescencia (FACS, fluorescent-activated cell sorting). Es habitualmente utilizado para
visualizar los nucleos y las mitocondrias. Se emplea la sonda de Hoechst 33258 (Cloruro
de bis-benzimida), que es excitado por la luz ultravioleta alrededor de 350 nm, y emite

luz de fluorescencia azul/cian con un méximo de emisién alrededor de 461 nm. Esta
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sonda se puede utilizar tanto en el estudio de células vivas como de células fijadas, por
ser lipofilico interact(ia facilmente con las membranas celulares 3", Metodologia: el
frotis de sangre periférica se fijo con metanol, posteriormente se colocé una gota del
colorante de Hoechst, se dej6 actuar durante 1 minuto y se observd bajo el microscopio
de fluorescencia con excitacion 350 nm. Se realizaron registros fotograficos de las

muestras, los cuales fueron analizados a través del programa ImageJ ",

I11.d.,. Evaluacion de la Hemoglobina en la sangre del pez cebra adulto expuesto a

la Acrilamida mediante electroforesis en acetato de celulosa.

La electroforesis es una técnica utilizada en la separacién analitica de moléculas
bioldgicas en funcion de su carga eléctrica. En un medio alcalino la mayoria de las
proteinas presentan cargas negativas, y cuando son sometidas a un campo eléctrico
migran hacia el &nodo con una velocidad que es proporcional a su carga neta. Debido a
la naturaleza anfolitica de las proteinas, la carga eléctrica de las mismas se modifica con
el pH del medio, definiéndose entonces como punto isoeléctrico (pl), al pH en el cual la
molécula no tiene carga eléctrica neta por lo que no migrara en un campo eléctrico. Si el
pH se encuentra por debajo del pl, predominan las cargas positivas e inversamente a un
pH superior al pl predominan las cargas negativas ®. Metodologia: se tomaron 10 pl de
sangre total del pez cebra adulto. Las muestras tanto de peces tratados con la ACR como
de peces controles fueron cargadas en placas de acetato de celulosa Titan I11-H (Helena
Laboratories) de 60 x 76 mm, y posteriormente se realiz6 la corrida electroforética en el
equipo Consort EV265 durante una hora a 300 V, en un buffer borato de pH 8,6
preparado de la siguiente manera: se mezcld 0,018 mol/L de Tris, 0,1 mol/L de acido
borico, 2 mmol/L de EDTA. Culminado el tiempo de corrida, la placa se revel6 con
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Rojo de Ponceau S al 1% en &cido tricloroacético al 5% durante 15 minutos. Luego, se
realizaron lavados repetidos en &cido acético al 5% para el aclaramiento de la placa y se

realiz6 un registro fotografico bajo luz indirecta ")

I111.d.5. Evaluacion de la actividad enzimatica

I11.d.3... Acido 8-aminolevulinico dehidratasa (ALAD), en sangre de peces cebra

adultos expuestos a la Acrilamida

La enzima ALAD, transforma al acido delta-aminolevulinico en porfobilindgeno.
En sangre periférica, la reaccion se detiene en esta etapa de monopirrol (PBG) en lugar
de continuar hacia porfirina, por consiguiente, la actividad de la ALAD en eritrocitos se
puede determinar mediante la incubacion de la muestra de sangre periférica con el
sustrato clorhidrato de acido delta-aminolevulinico (ALA) y la medicion ulterior del
porfobilinégeno formado a 555 nm. Metodologia: luego de la obtencion de la muestra de
sangre heparinizada del pez cebra, se midié el hematocrito en una alicuota de la muestra
(dato requerido para el calculo de la actividad enzimatica). Para la determinacién de la
actividad de la ALAD, se prepar6 la mezcla de incubacion. Se afiadié 100 ul de sangre
del pez cebra a 1,4 ml del reactivo Tritdn X-100 para garantizar la hemolisis inmediata.
Se agreg6 1 ml de sustrato ALA tamponado en buffer citrato-fosfato de pH 6,65 y se
mezcl6 vigorosamente. Seguidamente, se tomé 1 ml de la mezcla para preparar un
blanco de muestra, el cual se afiadié rapidamente a un tubo con 1 ml de N-etilmaleimida
en &cido tricloro-acético un agente desproteinizante. El tubo contentivo del resto de la
mezcla reactiva (1,5 ml) se incubd a 38 °C durante 1 hora. Al finalizar el periodo de

incubacion, se agreg6 1,5 ml del agente desproteinizante. Posteriormente, se mezcld y se
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centrifugaron ambos tubos durante 10 minutos a 2000 rpm. Luego de la centrifugacion,
se tomaron 1,5 ml del sobrenadante, colocandose en nuevos tubos a los cuales se les
afiadié 1,5 ml del reactivo de Ehrlich como agente revelador de la reaccion. Se
mezclaron las soluciones, luego de ello se dejaron reposar durante 13 minutos para el
desarrollo del color. Transcurrido el periodo de reposo se leyo la absorbancia a 555 nm,
usando agua destilada para ajustar el cero del equipo. Los céalculos de la actividad de la
enzima acido d-aminolevulinico dehidratasa (ALAD), tanto en los controles como en los

peces tratados con la ACR, se realizaron haciendo uso de la siguiente formula ®:

(D.O muestra— D.O. blanco) x 100 x 25 x 1 = Unidades de ALAD/ml de GR
Hematocrito x 0,1

D.O. muestra: Densidad éptica de la muestra

D.O. blanco: Densidad 6ptica del blanco

100/Hematocrito: correccion para la fraccion eritrocitica de sangre total
25: factor de dilucion de la sangre

0,1: correccion para la definicion de actividad enzimatica; definiéndose una unidad

como un aumento de la absorbancia a 555 nm de 0,100 por hora a 38 °C.

I11.d.3... Acetilcolinesterasa (AChE), en la sangre del peces cebra adultos expuestos

a la Acrilamida.

Se utiliz6 el método de Fleisher y Pope ®, modificado por Truhaut y Vernin €
para la determinacion de la acetilcolinesterasa en sangre total. La valoracion de la

actividad colinesterasica en la sangre y en el suero, se mide la acetilcolina residual no
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hidrolizada, presente en la muestra analizada. Esta medicién se basa en la reaccion del
grupo ester de la acetilcolina con la hidroxilamina en medio alcalino, con la consiguiente
ruptura de éste enlace para producir al &cido acetilhidroxamico y su sal sodica
correspondiente. Este derivado, forma un complejo rojo-purpura soluble en presencia de
cloruro férrico y de un medio fuertemente acido. La intensidad de la coloracién final
obtenida, es proporcional a la concentracion de acetilcolina residual, no hidrolizada
durante la reaccion, haciendo posible su cuantificacién por métodos fotocolorimétricos o
espectrofotométricos a una longitud de onda de 540 nm. Metodologia: se agregaron 370
pl de tampdn barbital sédico de pH 7,4 a los tubos 1 (muestra control) y 2 (muestra
problema). Al tubo blanco (blanco de reactivos), se le agregd 770 ul de tampon barbital
sodico de pH 7,4. Posteriormente, se agregaron 20 ul de la sangre de los peces control y
la sangre de los peces expuestos a la ACR, al tubo 1 y al tubo 2, respectivamente; se
mezclaron suavemente para evitar la formacién de burbujas. Se procedié a agregar 380
pl de la soluciéon de trabajo de cloruro de acetilcolina 4 mM, a los tubos 1y 2,
mezclando por rotacion. Luego, se incubaron durante 10 minutos a temperatura
ambiente (25 °C). Transcurrido el tiempo de incubacion, se les agreg6 rapidamente a
cada tubo, incluyendo al blanco de reactivos, 150 pl de hidroxilamina 2M, se mezcld
vigorosamente con la finalidad de detener la reaccion de hidrolisis catalizada por la
AChE, se dejo actuar durante 2 minutos. Luego, se afiadié a todos los tubos, en estricto
orden: 770 pl de agua destilada, 230 ul de HCIO, 1,8 M y 80 pl de solucion acida de
FeCl; 1%; se mezcld luego de la adicién de cada uno de los reactivos mencionados,
evitando la formacion de burbujas. Posterior a ello, se centrifugaron durante 5 minutos a
2000 rpm. Se realizo la lectura espectrofotométrica del sobrenadante a una longitud de

onda de 540 nm. Para calcular la actividad enzimética de la AChE en la sangre del pez
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cebra, se utilizé la ecuacién de la recta de una curva de calibracion, haciendo uso de

patrones con concentraciones conocidas, a saber: 0,8; 1,6; 2,4 y 3,2 uM de acetilcolina

(81)

Una vez obtenida la ecuacion de la recta, y = mx+Db, se despejo el valor de “X” y

se sustituyé el valor de “y” por el valor de Densidad Optica (DO).
I11.e. Evaluacion de la neurotoxicidad

Ill.e.;. Evaluacion de la actividad motora en el modelo del pez cebra adulto

expuesto a la Acrilamida.

La actividad motora de los peces controles y tratados con la ACR, se evalud
diariamente de manera cualitativa, observando los cambios en la orientacion del nado, la
movilidad, la velocidad del nado, entre otros. Al octavo dia de tratamiento se realiz6 un
video-registro, video.AVI de un 1 minuto de duracién del movimiento de los peces
adultos; para ello, se colocaron en una capsula de Petri. Posteriormente, los videos
fueron analizados haciendo uso del programa Tracker, el cual permitié calcular la
velocidad de desplazamiento, el area del recorrido tanto de los peces controles como de

los peces tratados.

Ill.e.;.,. Evaluacion de la actividad motora en el modelo larvario de pez cebra

expuesto a la Acrilamida.

Para monitorear la conducta motora de las larvas del pez cebra de 5 dpf, tanto
controles como tratadas con ACR, se utilizd un programa de captura de video DP-

Controller con el cual se realizaron registros de 1 minuto de duracion del movimiento de
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las larvas. Se evalud principalmente la alteracién de la funcion motora, mediante las
observaciones de los cambios en la coordinacion de los movimientos de las larvas
tratadas en comparacion con el grupo control. Posteriormente, los videos fueron
analizados haciendo uso del programa Tracker, el cual permitié calcular el tiempo de
desplazamiento, el area del recorrido, facilitando el célculo de la velocidad del

desplazamiento, tanto de las larvas controles como de las larvas tratadas.

I11.e.,. Evaluacion de las estructuras sensoriales en el modelo larvario del pez cebra

expuesto a la Acrilamida.

Para la evaluacion de las estructuras sensoriales, como los neuromastomas y los
melandforos, se utilizd la sonda vital de DiOC,, lo que permiti6 comparar dichas
estructuras en las larvas expuestas a la ACR con las larvas controles, se realiz un
registro fotografico haciendo uso del microscopio de fluorescencia Olympus IX71 con
camara Olympus DP71, a fin de observar las diferencias e identificar las estructuras
involucradas que determinan el proceso patoldgico. Para el andlisis de las iméagenes se
utilizé el programa ImageJ, el cual es un programa de analisis de video e imagenes de
dominio publico, facil de utilizar y ejecutar, Gtil en una gran variedad de sistemas

operativos .

Sonda DiOC;: es un marcador fluorescente usado como colorante vital para evidenciar
in vivo organelos subcelulares con alta afinidad a las mitocondrias. Metodologia: este
marcador fluorescente se prepard a una concentracién final de 0,2 mg/ml . Se
incubaron tanto las larvas tratadas con la CLsg de ACR como las larvas controles con

1000 pl de la sonda fluorescente DiOC; en una placa de dosificacién tapada durante 1
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minuto protegida de la luz; luego de ello, las larvas fueron lavadas en solucién de
Tyrode y fueron semi-inmovilizadas en una matriz de agarosa (Sigma, Ha-9915) de bajo
punto de fusién, preparada al 2%, posteriormente fueron observadas en el microscopio
de fluorescencia Olympus 1X71, con excitacion, 490-500 nm. Se realizaron registros

fotograficos de las muestras, los cuales se analizaron a través del programa ImageJ.

I11.f. Evaluacion histologica en el modelo de pez cebra adulto y larvario expuestos a

la Acrilamida.

Para la evaluacion de los tejidos, se utilizaron distintas coloraciones
histoquimicas e inmunohistoquimicas, afines a estructuras particulares de interés para el
presente estudio. Las coloraciones utilizadas en la presente investigacion fueron:
Hematoxilina-Eosina, Von Kossa, Tricromico. Ademas de la técnica de T.U.N.E.L., lo
que permitié comparar las estructuras de los organismos expuestos a la ACR con los
organismos controles, observando las diferencias e identificando las estructuras

involucradas que determinan el proceso patolégico 2.

Coloracion de Hematoxilina-Eosina: es el método méas utilizado en los estudios
histologicos. Este método implica el uso de dos colorantes, la hematoxilina la cual es
una base que tifie de color azuloso y de manera preferencial los componentes acidos de
las células (ADN, ARN, ribosomas, entre otros). La eosina es un acido que tifie de color
rosado los componentes basicos de las células (componentes citoplasmaticos).
Metodologia: los cortes de parafina longitudinales de la porcion cefalica de las larvas y
los adultos del pez cebra, fueron fijados en paraformaldehido frio al 4% durante dos

horas. Posterior a la fijacion, las muestras fueron desparafinadas con xilol puro e
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hidratadas con una bateria de alcoholes en concentraciones decrecientes: 100%, 70%,
50%, 30% hasta llegar al agua destilada, dejando la preparacién en contacto con el
alcohol por 5 minutos. Luego, se tifid con la hematoxilina por inmersion de las muestras
en una cubeta contentiva del colorante durante 1 minuto, seguido de lavados con: agua
corriente durante 15 minutos. Se colocO la preparacion en agua destilada durante 1
minuto y luego en etanol al 80% durante 2 minutos. Se sumergio la preparacion
rdpidamente en eosina 2 dip (movimiento rdpido de sumergir en segundos).
Posteriormente se deshidrataron las muestras en una bateria de alcoholes en
concentraciones crecientes: 30%, 50%, 70% y 100% dejando la preparacion en contacto
con el alcohol durante 5 minutos. La eliminacion de los restos de parafina y el montaje

de las muestras se realizaron con xilol para su observacion al microscopio 2.

Tincion de Von Kossa: es una tincién argéntica, que hace uso de la plata para modificar
selectivamente el color o la apariencia de un tejido. Es una técnica frecuente de tincién
en histologia, se utiliza para revelar detalles extremadamente finos de depdsito
minerales. Es un método de sustitucion del calcio por la plata. El nitrato de plata
interacta produciendo fosfato de plata o carbonato de plata. Al unirse a la parte
anionica de las sales de calcio, genera un compuesto de color amarillo, que al ser
expuesto a la luz solar o luz artificial adquiere un color negro debido a la reduccion de la
plata. En los tejidos, el ndcleo y el citoplasma presentaran una coloracion roja y rosada,
respectivamente. Metodologia: se desparafinaron las muestras con xilol puro e
hidrataron con una bateria de alcoholes en concentraciones decrecientes: 100%, 70%,
50% y 30% Yy finalmente se enjuagaron con agua destilada, dejando la preparacion en

contacto con el alcohol durante 5 minutos. A continuacion, se colocaron las
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preparaciones en la solucién de nitrato de plata al 5%, manteniéndose en contacto con
las muestras durante 1 hora, se evitd la exposicion a la luz. Transcurrido el tiempo de
reaccion, las muestras se enjuagaron con agua destilada y se colocaron en una solucion
fotogréfica reveladora durante 2 minutos. Posteriormente, se lavaron las preparaciones
con agua destilada, seguidamente se sumergieron durante 5 minutos en tiosulfato de
sodio; luego se lavaron con agua corriente durante 2 minutos y se colocaron las muestras
en el colorante rojo nucleo durante 5 minutos para contrastar. Se lavaron nuevamente las
preparaciones con agua corriente durante 2 minutos. Seguidamente se deshidrataron y
aclararon las muestras con alcohol etilico 95%, alcohol absoluto y xileno dejando las
muestras en contacto con el alcohol durante 2 minutos cada uno, procedimiento que se
repitio dos veces. Finalmente se montaron las preparaciones con un medio resinoso para

su observacién microscopica (2.

Tincion Tricromico: es una técnica de tincion especial para visualizar el tejido
conectivo mediante las fibras de colageno tipo I, que forma las gruesas fibras o haces de
colageno existentes en los areas extracelulares y estromas organicos; también permite
evidenciar aunque en menor intensidad, las fibras reticulares (colageno tipo Il1). Estos
elementos poseen afinidad por los colorantes acidos debido a su riqueza en grupos
fuertemente cationicos dependientes de los aminodcidos que componen la cadena

polipeptidica

. Se emplean tres colorantes para diferenciar el nucleo celular, el
citoplasma vy las fibras de colageno; por tanto se observan el tejido conectivo verde,
eritrocitos anaranjados, nucleo celular pardo oscuro a negro mientras que el citoplasma y

las fibras musculares son rojo pardo. Metodologia, se siguié el protocolo descrito en el

kit Masson-Goldner (Merck): se desparafinaron las muestras con xilol puro. A
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continuacion, se colocaron las preparaciones en la solucion de hematoxilina férrica
incubandose durante 5 minutos a temperatura ambiente; luego de ello, las muestras se
lavaron con agua corriente durante 5 minutos. Posteriormente, se les agregd acido
acético al 1% incubandose durante 30 segundos; seguido a ello se colocé la solucion de
azofloxina para cubrir la preparacion incubandose durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, se escurrieron las ldminas portaobjetos y se les colocd nuevamente acido acético
al 1% durante 30 segundos. Se agreg6 la solucién de &cido fosfovolfrdmico-anaranjado
G manteniéndose en contacto con la preparacion durante 1 minuto, seguidamente se
escurrieron las ldminas portaobjetos y se agregd el acido acético al 1% durante 30
segundos. Luego de ello, se coloco el tercer colorante, la solucién de verde luz SF
incubandose durante 2 minutos y se elimina el resto de la solucidn. Se procedi6 a
agregar el acido acético al 1% durante 30 segundos. Posteriormente se deshidrataron las
muestras haciendo uso de una bateria de alcoholes en concentraciones crecientes: 30%,
50%, 70% y 100% dejando la preparacion en contacto con cada alcohol durante 2
minutos. La eliminacion de los restos de parafina y el montaje de las muestras se

realizaron colocando las muestras en xilol para su observacion al microscopio.

Técnica de T.U.N.E.L: es una coloracion inmunohistoquimica. Esta tincion se
fundamenta en evidenciar la fragmentacion del ADN en las células apoptdticas
incorporando moléculas marcadoras fluorescentes. La presencia de muescas en el ADN
pueden ser identificadas por la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), una enzima
que cataliza la adicion de dUTPs que son secundariamente etiquetados con un marcador
fluorescente y que puede también marcar a las células que han sufrido dafios en el ADN

84 Metodologia, se sigui6 el protocolo del kit The DeadEnd™ Colorimétrico
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(Promega). Pre-tratamiento de las muestras: se desparafinaron las muestras con xilol
durante 5 minutos, luego sumergieron las muestras en etanol al 100% durante 5 minutos;
posteriormente se hidrataron con una bateria de alcoholes en concentraciones
decrecientes: 100%, 95%, 85%, 70%, 50% dejando la preparacién en contacto con cada
alcohol por 3 minutos. Seguidamente se sumergio la preparacion en solucion de cloruro
de sodio al 85% durante 5 minutos y luego en buffer fosfato salino pH 7,4 (PBS) durante
5 minutos. Deteccion de apoptosis: se fijaron las preparaciones en paraformaldehido al
4% en PBS durante 15 minutos, luego se lavaron en PBS durante 5 minutos; se
permeabiliz6 el tejido agregando 100 pl de una soluciéon 20 pg/ml de proteinasa K e
incubando a temperatura ambiente durante 10-30 minutos. Seguidamente se sumergié en
PBS durante 5 minutos; se repiti6 la fijacién en paraformaldehido al 4% en PBS durante
5 minutos, luego se lavd en PBS durante 5 minutos. Se agregd 100 pl de tampén de
equilibrado a cada muestra incubandose a temperatura ambiente durante 5-10 minutos.
A continuacion, se agregd 100 ul de la mezcla de reaccion de TDT a las preparaciones
de tejidos, evitando que los cortes de tejidos se secaran por completo; se cubrieron las
preparaciones con laminas cubreobjetos de plastico asegurando una distribucion
uniforme de la mezcla; luego de ello, se incubaron las preparaciones durante 60 minutos
a 37 °C en una camara himeda. Transcurrido este tiempo se detuvo la reaccion,
removiendo la lamina cubreobjetos y sumergiendo la preparacion en una solucion 2X de
cloruro de sodio en citrato de sodio (SSC) durante 15 minutos. Seguidamente se lavd
tres veces en PBS durante 5 minutos. Se sumergieron las muestras en peréxido de
hidrégeno al 0,3% durante 3-5 minutos, realizar 3 lavados con PBS durante 5 minutos.
Agregaron 100 pl de estreptavidina HRP (peroxidasa de rdbano marcada con

estreptavidina) diluida 1:500 en PBS, luego se incubaron a temperatura ambiente
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durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron 3 veces en PBS durante 5 minutos. Para
visualizar la reaccion, se agregdé 100 ul de la solucion diaminobenzidina (DAB),
preparado inmediatamente antes de su uso, se dejé actuar hasta la aparicion de un fondo
marrén claro, evitando que el fondo de la preparacion se tornara demasiado oscuro;
seguidamente se sumergid varias veces la preparacion en agua desionizada. Finalmente,
se colocaron las preparaciones en un medio de montaje acuoso 0 permanente y se

observo la tincion en un microscopio de luz.
I11.g. ESTADISTICA

Mediante estadistica descriptiva se estimaron la media, desviacion estandar por el
Método de Spearman-Karber, y ANOVA para el célculo de las diferencias significativas

con un 95% de confianza.
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IV RESULTADOS

IV.a. Toxicidad de la Acrilamida en pez cebra adulto

IV.a.;. Concentracion letal media (CLsg) de Acrilamida en modelo experimental de

pez cebra adulto.

La evaluacion del efecto de la ACR sobre el pez cebra adulto permitio obtener
los datos para la construccion de la relacion concentracion-respuesta (Tabla V). Al
representar graficamente el porcentaje de la mortalidad versus la concentracion de ACR
se aprecié el comportamiento sigmoideo de la respuesta toxica, mortalidad acumulada,
en las poblaciones expuestas a dicho xenobidtico, evidenciandose que el porcentaje de
mortalidad de los peces incremento de manera dependiente de las concentraciones

empleadas de ACR (Fig. 25).

Tabla V. Datos para la construccién de la curva concentracion-respuesta, Método Probit.

Concentracion Logaritmo Numero de Numero Porcentaje de Probit
de ACR dela peces de peces mortalidad (p) Empirico

(mM) Concentracion  expuestos (n)  muertos (r) (PE)
0,2 -0,70 7 0 0 0
0,4 -0,40 7 0 0 0
0,6 -0,22 7 2 29 4,45
0,8 -0,10 7 6 86 6,08
1,0 0 7 7 100 10,0
3,0 0,48 7 7 100 10,0
5,0 0,70 7 7 100 10,0
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Fig. 25. Relacion entre el porcentaje de mortalidad en peces cebra adultos y la concentracion de
acrilamida. Exposicidn crénica.

Los datos acé obtenidos permitieron aplicar la transformacién Probit, con lo cual
se hace lineal la relacion concentracion-respuesta previamente determinada. Se aprecio

buena correlacién entre ambas variables evaluadas (Fig. 26).
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Fig. 26. Relacion del porcentaje de mortalidad de peces cebra adultos y la concentracién de Acrilamida en
valores Probit. Se destaca la correlatividad (R?).
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Una vez conocida la correlacion positiva entre el porcentaje de mortalidad y la
concentracion de ACR, se procedié a determinar la concentracion letal media (CLsg) de

la ACR a traves del Método de Spearman-Kérber (Tabla V1).

Tabla VI. Datos para la determinacion de la CLs, por el Método de Spearman-Karber.

Concentracion de NuUmero de peces Tasa de Mortalidad  Fraccion acumulada
Acrilamida (mM) muertos de peces muertos
0,2 0 0 0
0,4 0 0 0
0,6 2 0,29 0,29
0,8 6 0,86 1,15
1,0 7 1,00 2,15
X:=1,0 S1=2,15 S, =359

Para determinar la concentracion letal media (CLso), se sustituyeron los valores
en la siguiente ecuacion:
Clso= Xk —d (S1-1/2)
Clso=1,0—0,2(2,15- %)
CLs=0,67 mM

Ahora bien, luego de obtener la CLsg, se calculo la Desviacion Estandar (Sy,),
para ello se sustituyeron los valores en la siguiente ecuacion:

Sm=d V 2(S;)-S1-(S1)? — (1/12)

Sm= 0,2V 2(3,59)- 2,15-(2,15)° — (1/12)
Sm=0,11
Para obtener un intervalo de confianza del 95% en el calculo de la CLsgg, se
multiplico el resultado de Sy, por el factor de 1,645, teniéndose ahora el siguiente valor:
0,11 x1,645=0,18
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Por tanto:
CLsp = 0,67 mM + 0,18 mM
De esta manera quedo establecida la CLsp en 0,67 £ 0,18 mM para la poblacion
de pez cebra adulto tras 8 dias de tratamiento con ACR.
Una vez determinada la CLsp de ACR, se procedio a la realizacion de los

bioensayos con el tratamiento crénico de la poblacion pez cebra adulta.

IV.a.,. Variacién del peso en peces cebra tratados con Acrilamida.

Al monitorear el peso en los peces tratados, se determin6é una tendencia a la
pérdida progresiva del mismo hasta el 5to dia (120 horas) de tratamiento, luego de ello
se registrd un aumento variable del peso. Adicionalmente los peces tratados comenzaron
a presentar edema generalizado, puntos de petequias principalmente en el &rea
abdominal. Se puede observar de manera grafica el monitoreo del peso tanto en los
peces controles como en los tratados durante los 8 dias de exposicién a la ACR (Fig.

27).
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Fig. 27. Gréfica de la relacion del Peso (mg) vs. Tiempo (horas) durante 8 dias de tratamiento con CLs, de
ACR. A) Peso promedio de los peces controles (0,83+ 0,02 mg). B) Peso promedio de los peces tratados
con la ACR (0,79 + 0,04 mg). Se representa la media (x) + desviacién estandar (DS).

Con los datos obtenidos se calculd el peso promedio del grupo control, siendo de
0,83 + 0,02 mg, manteniéndose el peso dentro de un rango constante con una
variabilidad menor al 5% al pasar de los dias. En el caso de la poblacion de peces
expuestos a la ACR se registré un peso promedio de 0,80 + 0,04 mg, evidenciandose una
variacion significativa del mismo, disminuyendo en mas de un 15% al quinto dia de
tratamiento; posteriormente se registr6 un aumento variable en los dias restantes de

exposicion.

IV.a.3. Actividad motora en peces cebra expuestos a la Acrilamida.

Se evaluaron las caracteristicas de la orientacion del nado, el &rea de
desplazamiento y la velocidad de movimientos. A través del analisis de videos, se
obtuvo que el area de desplazamiento de los peces controles se mantuvo sobre los 4,27

mm? con una velocidad de nado de 3,56 mm/s y movimientos serpenteantes (Fig.28 a-b).
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Fig. 28 a. Plano de referencia del movimiento y la orientacion de nado del pez control.
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Fig. 28 b. Andlisis para determinar el area de desplazamiento y la velocidad de nado del pez control.
Obtenido de un valor promedio de 21 peces.

Al evaluar estos pardmetros en los peces tratados con la ACR, se obtuvo un area
de desplazamiento de 1,26 mm? correspondiéndose con una velocidad de 1,05 mm/s, por
tanto, se evidencio una reduccién del area de desplazamiento asi como de la velocidad

de nado y ausencia de movimientos serpenteantes con nado desorientado (Fig. 29 a-b).
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Fig. 29 a. Plano de referencia del movimiento y la orientacién de nado del pez tratado.
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Fig. 29 b. Andlisis para determinar el area de desplazamiento y la velocidad de nado del pez tratado.

Obtenido de un valor promedio de 21 peces.

A partir del analisis de los graficos, se determind una reduccién significativa de
mas del 70% en la velocidad de nado de los peces tratados con ACR con respecto a los

peces control.
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1V.a.,. Morfologia del tejido sanguineo de peces cebra expuestos a la Acrilamida.

Se observd en la sangre de los peces controles globulos rojos ovalados,
nucleados, uniformemente tefiidos de rosa con nucleo azul-violeta tal y como se describe
en la literatura; por su parte, los globulos rojos en la sangre de los peces tratados con
ACR mostraron peérdida parcial de la forma ovalada al ser mas redondos, hipocromia de
dos cruces (2+) y alteracion de la morfologia nuclear al comparar con la sangre de peces
controles (Fig.30 a-b). Al evaluar las caracteristicas nucleares de dichas células
sanguineas se logra apreciar una fusion y/o fragmentacion nuclear en los eritrocitos de

peces tratados con ACR que no se corresponde con lo observado en el grupo control

(Fig. 30 a™-b").
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Fig. 30 A. Frotis de sangre periférica de peces controles. Tincién de Giemsa (a) y Sonda de Hoechst (a°).
B Frotis de sangre periférica de peces tratados con ACR. Tincién de Giemsa (b) y Sonda de Hoechst, se
aprecia fusion nuclear (b’).
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IV.a.s. Hemoglobina del pez cebra expuesto a la Acrilamida.

En la sangre de peces control se observo la separacion de la hemoglobina (Hb) en
tres bandas claramente definidas tal y como se ha descrito en la literatura; con respecto a
la sangre de los peces tratados con ACR se evidencio la separacion de la Hb en cuatro
bandas (Fig. 31). Al realizar un analisis de la densidad a las bandas de la Hb de ambos
grupos, se logra confirmar la presencia de una cuarta banda so6lo en la sangre de la

poblacién tratada con ACR, de migracion lenta (Fig. 32).
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Fig. 31. Bandas de Hemoglobina (Hb) de peces cebra controles y tratados con acrilamida.
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Fig. 32. Representacion gréafica de la densidad segun el Programa ImageJ de las bandas de la hemoglobina
de los peces controles versus la hemoglobina de los peces tratado con acrilamida.
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Al comparar las bandas obtenidas, se observa que las bandas en la hemoglobina
en los peces tratados son mas anchas y con densidad variables con respecto a las bandas

de la hemoglobina en los peces controles.
IV.a.¢. Actividad de la enzima Acido 3-aminolevulinico dehidratasa (ALAD).

Previo a la ejecucion del protocolo para determinar la actividad de la enzima
ALAD se obtuvo la medicion del hematocrito tanto de la poblacion control como de la
poblacion tratada con ACR, siendo de 4% y 5% respectivamente. Las lecturas de las
densidades dpticas obtenidas a 550nm (Tabla V1I) permitieron calcular la actividad de la

enzima ALAD.

Tabla VII. Lectura de Densidad Optica a 555 nm para determinar la actividad de la enzima ALAD.

Tipo de muestra Densidad 6ptica Actividad ALAD  Actividad ALAD
(555 nm) del Control de Muestra
Blanco de Control 0,17 -
Control 0,24 0,70 U/ml de GR
Blanco de Muestra 0,20 -
Muestra 0,27 0,56U/ml de GR

De acuerdo con los datos, la actividad de la enzima ALAD en los peces controles
fue de 0,70 unidades de ALAD/ml de GR; mientras que la actividad de esta enzima en
los peces tratados con ACR fue de 0,56 unidades de ALAD/mI de GR evidenciandose
una reduccion del 20% en la actividad de esta importante enzima.

IV.a.;. Actividad de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE).

Se realizd una curva de calibracion a partir de patrones conocidos de acetilcolina,

para determinar la actividad de esta enzima tanto en peces control como en peces
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tratados, los resultados de la curva obtenida a 540 nm (Tabla VIII), al representar
graficamente los datos, se obtiene la ecuacion de la recta y se muestra alta correlatividad

de las variables evaluadas (Fig. 33).

Tabla VIII. Datos de la curva de calibracion para la determinar la actividad de la enzima AChE.

Concentracion de Acetilcolina (UM) Densidad optica (540 nm)
0,8 0,120
1,6 0,226
2,4 0,270
3,2 0,406
0,45 -
04 - *
< 035 1
(&)
'S 03 -
&
5 0,25 -
T 0,2 -
[%2)
S 0,15 -
) y = 0,1127x + 0,03
0,1 1 R?= 0,983
0,05 -
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Concentracion de Acetilcolina (LUM)

Fig. 33. Curva de Calibracidn para la determinacion de la actividad de la Acetilcolinesterasa. Se Destaca
la ecuacion de la recta y la alta correlatividad (R?) entre las variables.

Para obtener la actividad de la AChE se determind la densidad Optica tanto del

control como de la muestra tratada con ACR y a su vez los valores arrojados se
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sustituyeron en la ecuacién de la recta (), para determinar la correspondiente actividad

de la colinesterasa.

Muestra Control

Densidad optica (DO) del control = DO control — DO blanco

DO del control= 0,36 — 0,20 = 0,16

Sustituyendo en la ecuacion Y= 0,1127x + 0,03 y despejando el valor de X:

X=0,16 - 0,03

0,1127
Actividad de la AChE en sangre control = 1,15 pM

Muestra Tratada con ACR

Densidad optica (DO) de la muestra= DO muestra — DO blanco

DO de la muestra= 0,30 — 0,20 = 0,10

X=0,10-0,03

0,1127
Actividad de la AChE en sangre tratada = 0,62 uM

Al comparar la actividad colinesterasica entre ambos grupos experimentales, se
logra evidenciar una reduccion significativa del 46% de la actividad de la AChE en la

sangre de peces tratados con ACR con respecto al control.
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IV.a.g. Estructuras sensoriales en el pez cebra expuesto a la Acrilamida.

1V.a.s.1. Efecto sobre los melano6foros.

Al evaluar el color en las bandas del pez cebra, se evidencio una marcada
reduccion en la coloracion de las bandas caracteristicas del pez cebra en la poblacion
tratada con ACR principalmente en las porciones abdominal y caudal con respecto a los

peces control (Fig. 34 a-b).

Region Caudal

Region Cefalica
—

Fig. 34. Efecto de la acrilamida sobre los melandforos en el pez cebra adulto. Se muestra pez control (a) y
pez tratado (b).

IV.a.q. Tejidos en pez cebra expuesto a la Acrilamida.

La evaluacién histoldgica de los tejidos de la poblacién de peces tratados con la
CLso de ACR, permitio registrar cambios importantes en los tejidos renal, hepatico e
intestinal con respecto a la poblacion controles. En el tejido renal control, se observo un
parénquima conservado presentando las estructuras tubulares caracteristicas de este

organo (Fig. 35a); por su parte, en los peces tratados con ACR, se observo pérdida de la

71



arquitectura renal tipica (Hematoxilina-Eosina), asociado con una disminucion de las
fibras colageno (Tricrémico) y una aparente disminucién de los depésitos de Ca ** (Von
kossa) (Fig. 35b). Adicionalmente se aprecio una reaccion de T.U.N.E.L. positiva en la

poblacion tratada (Fig. 35¢).

c. TU.NEL
Positivo
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R ———— e - G
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el O_r,'ﬁ,' )
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b, Tratados
conACR

Fig. 35. Efectos de la acrilamida sobre el parénquima renal, tejido hematopoyético. (a)Tejido de pez cebra
control. (b) Tejido de pez cebra tratado. (c) Reaccion positiva con la Técnica de T.U.N.E.L. (d) Corte
transversal sefialando ubicacion del tejido renal. H-E: Hematoxilina-Eosina.

Al evaluar el tejido hepatico, en los peces control se aprecié la estructura clésica
del hepatocito organizado alrededor de una vénula central (Fig. 36a), mientras que en los
peces tratados se determin6 un severo cambio en el parénquima hepético caracterizado
por la presencia de estructuras vacuolares (Hematoxilina-Eosina), vinculado con la

posible reduccién en los depositos de calcio (Von Kossa) y una alteracion en las fibras
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coldgenas (Tricromico) (Fig. 36b). Se evidencio una reaccion de T.U.N.E.L. positiva en

la poblacion tratada (Fig. 36¢).

a. Control
Te)ido Hepdtico

Fig. 36. Efectos de la acrilamida sobre el parénquima hepatico. (a) Tejido de pez cebra control. (b) Tejido
de pez cebra tratado. (c) Reaccidn positiva con la Técnica de T.U.N.E.L. (d) Corte transversal sefialando
ubicacidn del tejido hepético. H-E, tincién Hematoxilina-Eosina.

En cuanto al tejido intestinal, se registro adelgazamiento de las asas del epitelio
de absorcion e hiperplasia de las células caliciformes en los peces tratados con ACR al

compararlos con el grupo de peces control (Fig. 37 a-b).

73



g, o ad S e Tk

P R S

a. Control Tejido

Tricrémico

-y St Sl
z :;'5@;3 /

b, Tratados con

Caliciformes

Fig. 37. Efectos de la acrilamida sobre el tejido intestinal. (a) Tejido de pez cebra control. (b) Tejido de
pez cebra tratado. Se destacan las células caliciformes hipertréficas. (c) Corte longitudinal sefialando la
ubicacidn del tejido intestinal. H-E, tincidn Hematoxilina-Eosina.

IV.b. Toxicidad de la Acrilamida en larva de pez cebra

IV.b.1. Concentracion letal media (CLsy) de Acrilamida en modelo larvario de pez

cebra.

La evaluacién del efecto de la ACR sobre la poblacion larvaria de pez cebra,
permitié obtener una grafica de comportamiento sigmoideo (Fig. 38), a la cual se le
aplicé la transformacién Probit (Fig. 39) y el mismo tratamiento estadistico del modelo
adulto, determinandose una alta la correlatividad (R?) entre las variables de mortalidad
acumulada en porcentaje en el eje de la ordenada (Y), y la concentracién de ACR

(ng/ml) en el eje de la abscisa (X). La concentracién letal media (CLsg) en la poblacién
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larvaria fue de 240 + 30pug/ml. Observandose como principal manifestacion de toxicidad

la curvatura troncal.

Mortalidad
o
o

CL5;=240=30pg/ml

0 180 200 220 240 260 280 300 320
Concentracion de Acrilamida (ng/ml)

Fig. 38. Relacidn entre la concentracion y respuesta de la letalidad de acrilamida. Tratamiento de 24 horas
sobre larvas de pez cebra. Se resalta la CLs, con intervalos de confianza de 95% asi como el efecto de
curvatura troncal (ImageJ).

* *
*
+ R = 0,758

Mortalidad en Valores Probit
[ T ] | R T ¥ B s | =] 00 o

2,15 22 225 23 235 24 2,45 25 2,55

Logaritmo de la concentracion de Acrilamida (ug/ml)

Fig. 39. Relacion entre la concentracién de acrilamida y el porcentaje de mortalidad en transformacion
Probit. Se destaca la correlatividad R? de la relacion.
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IV.b.,. Cambios morfoldgicos en larvas de pez cebra expuestas a la Acrilamida.

Al evaluar macroscopicamente el efecto de la ACR sobre las larvas, se
observaron sefiales caracteristicas de toxicidad como lo son la curvatura troncal y el
edema pericardico. La toxicidad a la ACR fue dependiente de la concentracion, debido a
que se evidencio a la CLso+ (270 pg/ml) presencia tanto edema pericardico como de
curvatura troncal; mientras que a menor concentracion CLsp- (210 pg/ml) sélo se aprecid

el edema pericérdico (Fig. 40).

Control CLsy. CLs,.

Fig. 40. Sefiales de la accion téxica de la acrilamida en larvas de pez cebra: curvatura troncal (ct) y edema
pericardico (ep). CLsg: (270 pg/ml), CLso. (210 pg/ml).

IV.b.;. Actividad motora en larvas de pez cebra expuestas a la Acrilamida.

En el registro de la actividad motora de las larvas control se observaron
desplazamientos rapidos con movimientos corporales serpentinos. Por su parte, en las

larvas tratadas con ACR, se registré un desplazamiento reducido con ausencia de
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movimientos curvilineos, siendo predominante los movimientos rectos. Al realizar el

andlisis de los videos se logr6 evidenciar que el &rea de desplazamiento de las larvas

control fue de 1,98 mm? con una velocidad de nado de 3,90 mm/s (Fig. 41a), mientras

que en las larvas tratadas el area de desplazamiento fue de 1,12 mm? con una velocidad

de nado 2,24 mm/s (Fig. 41b); esto represento una disminucién del 57% de la velocidad

de desplazamiento en las larvas tratadas con respecto a las larvas control.
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Fig. 41. Registro del andlisis del &rea de desplazamiento y velocidad de nado de la larva control (a) y de la
larva tratada con acrilamida (b). Se destaca la pendiente del area de desplazamiento (flechas). Se muestra
imagen del plano de referencia del desplazamiento de la larva en cada caso. Datos obtenidos del valor

promedio de 30 larvas.
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VI.b.4. Actividad de la Acido 8-aminolevulinico dehidratasa (ALAD).

Se determiné la actividad Optica de la enzima ALAD en macerado larvario.
Observandose la coincidencia de los dos picos de absorbancia a 468 nm y a 643 nm

determinados en la sangre de peces adultos controles.

IV.b.s. Estructuras sensoriales en larvas expuestas a la Acrilamida.

Al evaluar la morfologia de estructuras sensoriales, especialmente los
neuromastomas del sistema de linea lateral (Fig. 42a), se observaron en las larvas
controles los neuromastomas como puntos de emision verde fluorescente intensa (Fig.
42b). Con el andlisis de la densidad se ponen en evidencia estas estructuras sensoriales
como puntos negros de alta densidad con caracteristico arreglo a manera de rosetas (Fig.
42 b'-b"). En las larvas tratadas con ACR, se registré una reduccion en la intensidad de la
fluorescencia verde (Fig. 42 c). Corroborandose con la evaluacion de la densidad una
reduccion significativa de los neuromastomas, visualizandose como puntos negros de

menor intensidad con pérdida de la organizacion de estas células ciliadas (Fig. 42 c'-c").
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Neuromastomas de 1a linea lateral del extremo
tronco-caudal.

Control ACR-CLs,
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Fig. 42. Dafo inducido por la acrilamida sobre los neuromastomas evaluados mediante el marcaje con
sonda DIiOC; y técnicas de analisis de imagenes por inversion. Se destacan los neuromastomas del
extremo tronco-caudal de la linea lateral. (a) Esquema grafico se destacan: neuromastomas L3, L4, L5y
L6-8. (b) Control. (b’-b>*), analisis de densidad. (c) Tratadas con ACR, se destaca el desarreglo y micro
nucleacion de las células sensoriales que conforman el neuromastoma (c’-¢”). Escala de la barra 10pum
aplicada a todos los paneles.

1V.b.5.1. Efecto sobre los Melano6foros.

Se registraron cambios en los meland6foros, de manera particular en los
melanoforos de la porcion céfalo-dorsal. En ese sentido, en las larvas controles los
melanoforos se evidenciaron como células estrelladas, de gran densidad y alto contenido
de melanina (Fig. 43a-b). Al evaluar estas estructuras en las larvas tratadas con ACR, se
observaron melandforos con un mayor nimero de proyecciones citoplasmaticas, menor
densidad y menor presencia de melanina (Fig. 43a'-b"). Dicha alteracién morfoldgica fue
dependiente de la concentracién de ACR; a mayor concentracion (CLso+) se evidencio

una transformacion de las células estrelladas hacia células redondeadas.

79



Fig. 43. a-b Melandforos de larvas control, se destaca la forma estrellada de dichas células (flechas). a'-b"
melanoforos de larvas tratadas con 210 pg/ml de ACR (@) y 270 pg/ml de ACR (b'), los efecto son
dependiente de la concentracion.

IV.b.s. Actividad de las Transaminasas (AST/ALT) en larvas expuestas a la

Acrilamida.

Se evaluo la actividad de la Aspartato Amino Transferasa (AST) y de la Alanino
Amino Transferasa (ALT), en macerado larvario. Encontrandose un aumento en la
actividad de ambas transaminasas en las larvas tratadas con respecto al grupo control. El
aumento de la AST se dio en mayor proporcion que el aumento de la ALT, dicha
elevacion de la actividad enzimatica fue dependiente de la concentracion de ACR (Fig.

44).
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Fig. 44. Actividad enzimatica de las transaminasas en larvas tratadas con la CLg, de acrilamida (210pg/ml,
240pg/ml y 270ug/ml) y en larvas controles. Se muestra la media (x) + desviaciones estandar (DS).
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V DISCUSION

El modelo experimental de pez cebra tanto adulto como larvario, permitid
demostrar el efecto toxico y el posible mecanismo involucrado en las alteraciones
asociadas a la accién de la ACR. Se puso en evidencia la accién Hemato-Neurotoxica
inducida por este agente quimico, debido a que los 6rganos blancos son el tejido
hematopoyético y las estructuras de los érganos sensoriales, dicho efecto resultd ser

dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicion a la ACR.
V.a. Relacion concentracion-respuesta a la Acrilamida.

La relacion concentracion-respuesta, analizada a través del estudio de la
correlacion entre la mortalidad de los organismos expuestos y las distintas
concentraciones ensayadas, permitié predecir la toxicidad asociada a la ACR como
como un efecto dependiente de la concentracion y del tiempo de exposicidn, ademas de
obtener la concentracion letal media (CLso), asi como las concentraciones sub-letal y
supra-letal medias, CLso. Y CLso+ respectivamente. Como un efecto dependiente de la
concentracion, el analisis de dicha relacion, permitié definir, una mortalidad diferencial.
El efecto diferencial, en cuanto a la sensibilidad a la ACR, ha sido interpretado como un
evento vinculado a la base genética de los individuos e independiente de sus
mecanismos inmunoldgicos ®. Estudios realizados en otros modelos experimentales, tal
como roedores, refieren la existencia de una sensibilidad a la ACR dependiente del sexo
y de la edad del organismo expuesto, siendo mas propensos a la intoxicacién los ratones
hembras v las ratas méas jovenes 4% Cabe destacar que la sensibilidad descrita en el

presente estudio, proviene de una poblacidn aleatoria de machos y hembras jovenes por
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lo que no ha sido posible establecer si el efecto registrado concuerde o no con la

observacion de otros autores.

En cuanto a la accidn dependiente del tiempo de exposicién a la ACR, el analisis
de dicha relacion, permitio evidenciar, con la CLso., una variacion dinamica en el peso
corporal. En tal sentido, el tratamiento crénico sobre la poblacién adulta expuesta
permitio poner en evidencia: a) una tendencia a la disminucién significativa durante las
primeras 120 horas y b) un leve incremento durante las 72 horas restantes del

tratamiento; esto vinculado con la presencia de edema abdominal.

En otros modelos experimentales, han referido reduccién inicial de peso
corporal, encontrandose que nuestros hallazgos coinciden con los datos aportados por
otros investigadores en el modelo experimental de rata. Los mismos, han descrito una
reduccion significativa del 33.6% del peso, en ratas tratadas con ACR luego de 14 dias
de exposicion por ingesta oral ®. Otro estudio, sobre una poblacién de ratas juveniles,
tratadas igualmente de manera cronica con ACR, demostré una reduccion significativa
de la ganancia de peso corporal, luego de 21 dias de tratamiento ©”. Adicionalmente, se
ha referido un descenso importante en el peso de las crias de ratas y ratones a
consecuencia del suministro de ACR durante la gestacién ®. Es importante destacar que
durante el tratamiento crénico con ACR en el presente estudio, la poblacion de peces se
mantuvo alimentada de forma continua; por lo que dicha pérdida de peso corporal pudo
ser debido a la falta de ingesta del alimento vinculada a una accién directa de la ACR
sobre la sistémica del animal, mas que a un déficit en la disponibilidad del alimento.
Particularmente, su accion sobre la sistémica del epitelio de absorcion intestinal asi lo ha

sugerido. En tal sentido, la hiperplasia de las células caliciformes intestinales podria
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alterar la produccion de mucina necesaria para la lubricacion y proteccién de la mucosa
intestinal contra el quimo &cido proveniente del estomago, lo que pudiera ser traducido
como una alteracion de la digestion y una reduccion en la absorcién de nutrientes. Cabe
destacar, que la accion toxica de la ACR ha sido vinculada con la presencia de

enteropatias €.

Respecto al leve incremento de peso en las Gltimas etapas del tratamiento con
ACR, resultado no reportado hasta el momento por otros autores, cabe destacar el
fendmeno del edema abdominal asociado a ello. Como es sabido, la formacion del
edema, se encuentra intimamente asociado a una disminucion de la presion oncotica o a
un incremento de la presion hidrostatica del sistema vascular, posiblemente a
consecuencia de la alteracion morfo-funcional de 6rganos metabolizantes, tales como el
higado y el rifion ”. En nuestro modelo experimental, la accién de la ACR sobre las
células del parénguima hepatico, vinculada con un dafio estructural, como lo mostrado
en la investigacion, podria estar comprometiendo la funcién de sintesis de proteinas
como la albumina, lo cual se traduciria en una hipoalbuminemia que promoveria la
disminucion de la presién oncética y por tanto la salida de liquido hacia el intersticio o
hacia cavidades del organismo, con la formacion del edema a nivel abdominal. Por otra
parte el dafio reportado sobre el parénquima hepatico, podria estar interviniendo la
actividad de otras moléculas hepato-especificas como son las enzimas transaminasas, las
cuales permiten definir la funcionalidad del hepatocito. En ese sentido, el aumento de la
ALT asi como el aumento en mayor proporcion de la AST, nos definen en el modelo
larvario la hepatotoxicidad de la ACR. En cuanto a la mayor actividad de la AST

posiblemente pueda tener su origen en la ubicuidad de esta enzima, al encontrarse
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principalmente en higado y en proporcion variable en corazén, rifion, pancreas e incluso
en los eritrocitos ®®. Ambas enzimas permiten asf la evaluacién mas especifica de la
funcionalidad del parénquima hepatico ©®. Es relevante destacar que, la hepatotoxicidad
vinculada con la ACR podria también estar comprometiendo otros procesos hepéticos
como son la detoxificacion y el metabolismo de diversos xenobioticos, 1o que estaria,
posiblemente favoreciendo, debido a una mayor biodisponibilidad de la ACR, la accion

cronica de este agente tdxico en el organismo.

En cuanto a la accion de la ACR sobre las células del parénquima renal,
vinculada con un dafio estructural, como se ha mostrado en la presente investigacion,
pudiera estar contribuyendo a través de dos vias con la formacion del edema. En ese
sentido, la disminucién de la funcion de excrecidon renal conllevaria a una mayor
retencion de liquido, favoreciendo asi el incremento de la presidn hidrostatica vascular,
con la consecuente formacion del edema. Por otra parte, se pudiera afectar la
selectividad de la barrera de filtracion glomerular, con la consecuente pérdida de
proteinas plasmaticas, lo que favoreceria la disminucién de la presion oncética vascular,
generando asi la formacion del edema. Cabe destacar, que éste compromiso del
parénquima renal podria conllevar a la disfuncion de diversos procesos metabdlicos,
entre ellos la menor excrecion de la ACR y sus metabolitos, lo que contribuiria al
aumento de la vida media y por ende a la mayor biodisponibilidad de éstos en el
organismo, lo que se traduce en concentraciones elevadas de ACR y/o sus metabolitos,

exacerbando asi el dafio inducido.

Es relevante destacar que el dafio evidenciado en la presente investigacion sobre

la sistémica renal y hepatica inducido por la ACR, coincide con los resultados
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reportados por otros investigadores, que hacen uso, igualmente, del modelo de peces 9.
Los mismos, vinculan las caracteristicas de la toxicidad de la ACR con procesos de
apoptosis tal como lo avalan nuestros resultados. Dichas evaluaciones del efecto de la
ACR, particularmente sobre el parénquima hepético, en peces de colores (Carassius
auratus), han definido una alteracion hepatocelular eosinofilica difusa con respuesta
inflamatoria severa. Ademas los hepatocitos han sido mostrados con inclusiones rojizas,
presumiblemente causadas por la acumulacion de actina o de sus productos de
degradacidon. Otros tejido de relevancia analizado, por los mismos autores, ha sido el
parénquima pancreético, no evaluado en nuestra investigacion. Sin embargo, cabe
destacar que los investigadores reportan infiltracion difusa de macréfagos, conteniendo
cuerpos irregulares de pigmentos similares a la lipofucsina, lo que ha sugerido una

respuesta de muerte celular mediada probablemente por apoptosis ©9.

Otros investigadores, han definido la toxicidad de la ACR vinculada al
incremento del estrés oxidativo con la consecuente produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) ®. En ese sentido, se ha descrito que la ACR puede reducir
significativamente los equivalentes reductores como el NADPH, el glutation, la vitamina
E entre otros, cambiando el equilibrio celular hacia la oxidacién ). Con estos datos
es posible inferir que el estrés oxidativo posiblemente podria contribuir al desarrollo de

la apoptosis asociada con la toxicidad de la ACR.

El anélisis de la accion de la ACR sobre los sistemas renal y hepatico, entre otros
tejidos, expuesto hasta el momento, ha permitido sugerir que la toxicidad de la ACR sea
considerada como un fendmeno de accion multiorganica. Esta afeccion multisistémica,

podria estar vinculada con la caracteristica de alta reactividad de la ACR con los
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residuos cisteina, asi como también residuos lisina y valina presente en la mayoria de las

proteinas Y.

V.b. Hematotoxicidad inducida por la Acrilamida.

La hematotoxicidad inducida por acrilamida, ha sido asociada por numerosos
autores con la formacién de aductos entre la ACR y la molécula de hemoglobina 2.
Nuestros resultados asi lo corroboran. En este sentido, se destaca la aparicion de una
cuarta banda de alta densidad en la Hb de los peces tratados con ACR, vinculada con la
expresion del aducto. Este hallazgo, concuerda con lo reportado por otros autores 2, lo
que ha permitido sugerir una modificacion de la estructura terciaria de esta globulina, y
probablemente el compromiso de la funcionalidad de la misma. Con respecto al cambio
de la estructura terciaria de la Hb, dicho cambio podria estar vinculado con la accion
directa de la ACR sobre su estructura, particularmente a través de la alta reactividad con
grupos valina terminales, lo que generaria el denominado aducto hematotdxico, que
pudiese modificar la afinidad de la Hb por la molécula de oxigeno. En ese sentido, cabe
destacar que ha sido reportada una buena correlacién entre los niveles de formacion de

los aductos ACR-Hb y los efectos neurotéxicos vinculados a la ACR ¢,

Por otra parte, el compromiso de funcionalidad de la molécula de Hb podria ser
interpretado como una consecuencia de la accion de la ACR sobre enzimas reguladoras
de su biosintesis, tal como la ALAD. Dicha interpretacién ha sido sugerida por nuestros
resultados. Al respecto, la disminucion en la actividad de la ALAD, descrita en el
presente estudio, pudiese estar vinculada con la reactividad nucleofilica entre la ACR y

los grupos sulfhidrilos presentes en el sitio catalitico de esta enzima, siendo éste un
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mecanismo de aduccion que inhibe su actividad, de manera similar a lo reportado en los
caso de intoxicaciones por metales pesados como el plomo ®*53)_ Esta alteracion de la
funcionalidad enzimatica conllevaria a una disminucion en la sintesis de la molécula de
Hb, lo que pone en evidencia la gran relevancia de la actividad de la enzima ALAD,
como blanco de la accién hematotoxica de algunos agentes quimicos ©*, en este caso,
un agente quimico de procesado como la ACR. En el modelo experimental de pez cebra
la afeccidn de vias enzimaticas asociadas a la biosintesis de la Hb, como la reduccién o
inhibicion total de la actividad de la ALAD, podria estar vinculada con trastornos
hematol6gicos, tipo anemia sideroblastica reportada en peces a través de la
manipulacion genética por inactivacion del gen que codifica la sintesis de la enzima
ALAD ©_ Por otra parte ha sido reportado que también pudiera estar vinculado con la

genotoxicidad- dependiente de la ACR, segun el reporte de algunos autores 7.

Esta hematotoxicidad inducida por la ACR, a través de la intervencion sobre la
molécula de Hb, pudiera no s6lo comprometer la funcionalidad de esta globulina de
transporte, sino también la morfo-funcionalidad de las células que la portan. Al respecto,
cabe destacar que la alteracion morfolégica de las principales células de la unidad
morfo-funcional hematopoyética contentiva de esta globulina, como son los eritrocitos,
hasta el presente no ha sido claramente establecida. En tal sentido, nuestros resultados de
la hematotoxicidad vinculada a la accion de la ACR ademas de expresar la formacion de
aductos, quedo puesta en evidencia a través de la hipocromia e hipertrofia de las células
rojas, asi como la fragmentacion nuclear de las mismas, resultados hasta el momento no
reportados por otros autores. Estos hallazgos podrian estar asociados a la alta afinidad de

la ACR por grupos cisteinicos de las macromoléculas como el ADN nuclear, tal como ha
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sido propuesto por algunos investigadores “®. La alteracién del nicleo celular,
presentado en nuestros resultados, podria comprometer la produccion de trifosfato de
adenosina (ATP), con lo cual se veria limitado el aporte energético en el eritrocito y por
consiguiente la funcionalidad de esta relevante célula sanguinea, también resultaria

comprometida ©©.

Otra evidencia de la hematotoxicidad vinculada con la accion de la ACR, es el
dafo inducido sobre el parénguima renal, tal como lo avalan nuestros resultados, ya que
este organo actla como fuente principal del tejido hematopoyético al generar las células
sanguineas de manera similar a la medula 6sea generadora de estas células en los

9 En ese sentido, la disfuncionalidad renal no solo

vertebrados mamiferos
comprometeria la regulacion de las presiones hidrostatica y oncoética sistémicas que
dieron explicacion a la formacion del edema, sino que también se veria comprometida la
sintesis de las células sanguineas, principalmente de los eritrocitos lo que podria generar

alteraciones hematoldgicas severas 0 se pudiese inducir la sintesis de glébulos rojos

anormales que estimulen la apoptosis.

De todos los resultados hasta aca expuesto queda por tanto evidenciada la accion
hematotoxica inducida por la ACR, como una afeccién directa sobre la estructura y
funcionalidad del tejido hematopoyético, en donde un proceso de apoptosis pudiera estar
siendo estimulado por la formacion de aductos hematotdxicos. Por otra parte, cabe
destacar que ha sido reportada una buena correlacion entre la formacion de los aductos
hematotdxicos (ACR-Hb) y los efectos neurotdxicos vinculados a la ACR en humanos y

roedores expuestos 0.
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V.c. Neurotoxicidad inducida por la Acrilamida.

En los humanos la neurotoxicidad inducida por la ACR, ha sido reportada por
numerosos autores ¢"*”, como una triada de déficit neuroldgico, puesta de manifiesto a
través de marcha ataxica, debilidad del muasculo esquelético y disminucion de la fuerza
de presion de las extremidades superiores e inferiores G 3789 Nuestros resultados
corroboran algunos de estos aspectos, ya que la alteracion de la actividad motora en el
modelo de pez cebra, tanto el adulto como la larva, se pusieron en evidencia a través de
la desorientacion del sentido de nado y reduccion de la velocidad de desplazamiento.
Estos hallazgos coinciden con los reportados en otros modelos experimentales como los
roedores, en donde la reduccién significativa del area de desplazamiento, ha sido
asociada con un dafio directo sobre la estructura anatomica del tejido cerebral que actua
como base para la regulacion y control de la actividad motora y el comportamiento del
individuo ©¥. También ha sido asociada con la accién directa sobre la estructura
anatomica del citoesqueleto, particularmente, sobre proteinas especificas tales como la
tubulina y la actina, cuya funcién esta vinculada con la contraccion muscular, necesaria
para el adecuado movimiento . Nuestros resultados se aproximaron a la afeccion
neurotoxica producida por la ACR de manera comparable con los resultados propuestos
con otros modelos de experimentacién, en donde estructuras anatdmicas sensoriales
como son los neuromastomas, se vieron afectadas. Particularmente, la modificacion
estructural de los neuromastomas, reportada en nuestros resultados, podria estar
vinculada con la propiedad hidrofilica de la ACR, la cual estaria promoviendo una
adhesion de ésta, a las membranas de las terminales nerviosas que conforman los

neuromastomas ©®. Esta adhesion de la ACR a los neuromastomas, simulada en el
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esquema propuesto (Fig. 45), estaria generando una inadecuada captacion de los
estimulos sensoriales probablemente a través de la desorganizacion estructural del
conjunto de células ciliadas que constituyen a los neuromastomas. Esta situacion traeria
como consecuencia el bloqueo de la mecénica de los cilios de esta estructura sensorial,
que segln sea la direccionalidad de sus movimientos se estimula o se inhibe la
liberacion de los neurotransmisores 2. La flexion de los cilios (Fig.46), en direccion del
largo kinocilio conduce a la despolarizacion de la célula pilosa, aumentando la tasa de
liberacion de neurotransmisor en la sinapsis y, por tanto, al aumento de la frecuencia de
potenciales de accion en la fibra aferente, favoreciendo la fusién entre las membranas de
las vesiculas contentivas de los neurotransmisores y las membranas de las células
sensoriales, con la correspondiente liberacion de los neurotransmisores y por tanto una

adecuada transmision de los estimulos, como lo han reportado algunos investigadores

(60)

Por otra parte, al inclinarse, en sentido inverso hacia los cilios méas cortos, se
produciria un potencial de receptor hiperpolarizante, lo que se traduce en la disminucién
de la frecuencia de potenciales de accién e inhibiciobn de la liberacién de

neurotansmisores ©?.
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Fig. 45. A: Esquema de posible mecanismo de accidn de la acrilamida sobre los neuromastomas en larvas

de pez cebra. B: Imagenes de estructuras sensoriales en larvas de pez cebra. Fuente: Stobb y col., 2012,
modificado por Herndndez C, 2014 .
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Fig. 46. Esquema de las células ciliadas que muestra el desplazamiento de los cilios frente a distintos
estimulos. (a) Célula en reposo; (b) Respuesta frente a estimulo excitatorio, desplazamientos de los

kinocilios hacia el largo estereocilio; (c) Inhibicion, desplazamiento de cilios hacia el lado opuesto.
Fuente: Fernandez D, 2006, modificado por Hernéndez C, 2013 ¢,

92



En cuanto a los melandforos, quedo demostrado que estos, tanto en el modelo
adulto como en el larvario, resultaron estructuras sensoriales sensibles a la accion toxica
de la ACR. Al respecto, cabe destacar que la ACR, bien sea por la reaccion de su grupo
carboxilo (-COO) con grupos de amino&cidos tales como valina o cisteina, estableciendo
enlaces fuertes de tipo aducto de hemoglobina; o la reaccién de su grupo amino (-NHy),
con las cabezas de fosfolipidos, tales como grupos carboxilos de cerebrosidos de
membrana, define la reactividad de esta molécula ©®?. La sensibilidad de las estructuras
sensoriales reportada en la presente investigacion y caracterizada por la pérdida en la
coloracion de las bandas pigmentadas del pez cebra adulto y la larva, podria por tanto
estar vinculada, por una parte, a la accion directa de la ACR sobre grupos cisteinicos de
proteinas tipo miosina o actina del citoesqueleto del melan6foro o debido a una accion
indirecta a través interacciones débiles con grupos de proteinas constituyentes del
soporte natural del melandforo como es la musculatura esquelética. En ambos casos,
podria estar comprometiéndose la funcion principal de estas células responsables de la
pigmentacion como es el proceso de agregacion o dispersion de los granulos de la
melanina, que promueven la variabilidad cromética, como una respuesta a estimulos
ambientales y a su vez podria también verse comprometido el mecanismo de
contraccion-relajacion, lo que definiria la disfuncionalidad de los melandforos reportada

en nuestra investigacion en los peces adultos y larvas expuestas a la ACR.

V.d. Actividlad de la Acido &-aminolevulinico dehidratasa (ALAD) y de la

Acetilcolinesterasa (AChE).

Estudios protedmicos, tanto in vivo como in vitro, han permitido demostrar que

la ACR por su naturaleza quimica, al igual que otros alquenos tipo 2, puede alterar la
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funcién de diversas proteinas, debido a su alta aduccién electrofilica con residuos de
cisteina especificos en las proteinas celulares 3%, Cabe destacar que los residuos
cisteinicos de las triadas cataliticas poseen grupos tioles o sulfhidrilos (-SH) altamente
nucledfilos que regulan la actividad de maltiples enzimas, al actuar como aceptores para
modular la interaccion redox o al participar directamente en la actividad catalitica de
dichas proteinas ©°). Por lo tanto, podria ser evidente que la aduccion de la ACR con los
grupos sulfhidrilos tendria implicaciones sustanciales para la funcién de la proteina y la
toxicidad subsiguiente. En ese sentido, nuestros resultados avalan la inhibicién que
ejerce la ACR sobre la actividad de proteinas con actividad catalitica, como son las
enzimas ALAD y AChE, lo que podria traducirse en un aumento de las concentraciones
por acumulacion de los sustratos de las mismas o en la disminucion de la concentracion

de los productos de la accion biocatalizadora de ambas proteinas.

Respecto a la enzima ALAD se ha descrito que como resultado de la disminucion
de su actividad no so6lo se inhibe la sintesis de la Hb a consecuencia de la menor
disponibilidad del porfobilindgeno; sino también se podria acumular su sustrato, el acido
d-aminolevulinico, el cual posee similitud estructural con el acido y-aminobutirico, por
lo que podria estimular a los receptores de éste a nivel del sistema nervioso,
contribuyendo posiblemente a exacerbar los mecanismos de neurotoxicidad, como ha
sido reportado en el caso de intoxicaciones plimbicas . Este mecanismo de accién
vinculado a la disfuncionalidad de la ALAD ha permitido inferir que la acumulacion de
su sustrato podria contribuir indirectamente en el desarrollo de la neurotoxicidad

asociada con la exposicion a la ACR.
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Respecto a la enzima AChE se ha descrito que como resultado de la disminucion
de su actividad se podria exacerbar el efecto tdxico sobre el sistema nervioso, al existir
mayor biodisponibilidad del neurotransmisor estimulante acetilcolina. Esto ha permitido
sugerir una posible degeneracion neuronal significativa tras la exposicion cronica a la
ACR ©)_ Cabe destacar, que esta enzima se ubica a nivel del tejido nervioso asf como en
los eritrocitos y en las uniones neuro-musculares ©®®, lo que se traduce en la existencia
de diferentes isoenzimas. En tal sentido, a diferencia de la isoenzima del tejido cerebral,
se ha reportado que la actividad de la colinesterasa sérica es mucho méas sensible a la
accion de los inhibidores ©®. Particularmente, nuestros resultados coinciden con tal
aseveracion, como lo sugiere una disminucion significativa en la actividad de la AChE

sérica de los peces tratados con ACR.

Estos hallazgos ponen en evidencia la sensibilidad de macromoléculas proteicas
del tipo ALAD y AChE como consecuencia de la accion de la ACR, lo que podria
entenderse como una modulacién negativa de la actividad de dichas enzimas por accién
de este alqueno tipo 2. Esta sensibilidad a la ACR podria contribuir a la comprensién de
la accion hemato-neurotdxica, propuesta en la presente investigacion, ya que
probablemente se comprometan las unidades morfo-funcionales del sistema
hematopoyético y de los 6rganos sensoriales, debido a que estas proteinas cataliticas

regulan rutas enzimaticas comunes en ambas unidades.
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VI CONCLUSIONES

X/

X La formacién de aductos acrilamida-hemoglobina coincide con lo reportado en
otros modelos experimentales, lo que ha permitido validar el modelo de pez cebra,
siendo evidente que este novel modelo es eficaz en la evaluacion de la Hematotoxicidad.
X La acrilamida induce sefiales de dafio en el sistema hematopoyético como unidad
morfo-funcional, evidenciada por: 1) hipocromia e hipertrofia de los eritrocitos, 2)
formacion de aductos de hemoglobina, 3) disminucion de la actividad de la ALAD, 4)

apoptosis en las células rojas.

X La acrilamida altera la funcion de la mucosa produciendo cambios en la

absorcion intestinal evidenciados por la pérdida de peso corporal.

X La acrilamida altera las estructuras de los 6rganos sensoriales como unidades
morfo-funcional evidenciadas a través de: 1) la alteracion de la actividad motora 2)

desorden estructural en la morfologia de los neuromastomas y de los melanéforos.

X La acrilamida induce dafio multisistémico, puesto en evidencia a través del dafio

a nivel de tejidos como el hepatico, el renal e intestinal, asociado con la apoptosis.

X La acrilamida disminuye la actividad de la AChE sérica.
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VIl RECOMENDACIONES

En experimentos posteriores se recomienda ensayar concentraciones que
permitan establecer la Concentracion Toxica Media (CTsp), con la finalidad de

establecer si el dafio inducido por la ACR es reversible en el tiempo.
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