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Los aminoglicésidos (AG) han sido conocidos por su accién bactericida, asociada a
efectos toxicos sobre los osteoblastos. Sin embargo, el dafio 6seo no ha sido claramente
establecido. La investigacion evaluo la toxicidad inducida por Gentamicina, Netilmicina
y Amikacina y caracterizd el dafio sobre los Nicleos de Mineralizacion Osea (NMO),
en el modelo Larvario de Pez Cebra Danio rerio. Se determinaron las concentraciones
letales y toxicas medias de cada AG vy se realiz6 un andlisis macro y microscopico in
vivo, sobre muestras controles y tratadas, para describir efectos téxico sub-letales. El
Rojo de Alizarina, EL Azul de Toluidina y el Azul de Alcian, ademé&s de reacciones
inmunohistoquimicas como el TUNEL y la medicion enzimatica de la Fosfatasa
Alcalina y de los niveles de iones calcio y fosforo, permitieron establecer la
osteotoxicidad de los AGs. Los AG, resultaron letales a las concentraciones maximas
seleccionada y a un tiempo de 72 horas de exposicion. La torsion troncal, el desarreglo
de la arquitectura de los neuromastomas y la reduccién en la velocidad de nado
resultaron dependientes de la concentracion. Los NMO de la porcion craneo-facial, en
larvas tratadas presentaron un reducido histograma de densidad désea, una pérdida de la
arquitectura de los condroblastos y una positiva reaccion de TUNEL. Un incremento de
fosfatasa alcalina y en la concentracion iénica de calcio y fosforo fue determinado. Los
resultados establecen un claro dafio 6seo vinculado con la accion delo AG Gentamicina,
Netilmicina y Amikacina, asociado con un proceso de muerte celular por apoptosis.

Palabras claves: Aminoglicosidos, Pez Cebra, Osteotoxicidad, Nucleos de
Mineralizaciéon Osea, Concentracion Téxica 50, Neuromastomas, Condroblastos,
Apoptosis.
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SUMMARY.

The Aminoglycosides (AG) have been known for their bactericidal action
associate witht toxic effects on osteoblasts. However, bone damage was not
clearly established. The reaserch evaluated the induced toxicity by Gentamicin,
Amikacin and Netilmicin and characterized the damage on Core Mineralization
of Bone (CMB), in the larval zebra fish model Danio rerio. Lethal and toxic
mean concentrations were determined for each AG and macro and microscopic
analysis were done in vivo , on controls and treated samples to describe sublethal
toxicity. Alizarin Red, Toluidine Blue and Alcian Blue, as well as
inmunohistochemical reaction like TUNEL and enzymatic measurement of
alkaline phosphatase and calcium and phosphorus ions, allowed to establish the
osteotoxicity of AG. The AG were lethal at concentrations above selected
maximum and a time of 72 hours of exposure. The trunk torsion, the disorder of
the architecture of neuromastoms and reduction in swimming speed were
concentration depentent. The CMB of cranio-facial portion presented a reduced
bone density histogram, a loss of chodroblast architecture and a positive TUNEL
reaction. Increased alkaline phosphatase activity and ionic concentration of
calcium and phosphosrus were determined. The results established clearly bone
damage, linked to the action of Gentamicin, Amikacin Netilmicin and associate
cell death for apoptosis.

Keywords: Amikacin, Zebrafish, Osteotoxicity, Core Mineralization of Bone,
Neuromastoms, Toxic effect concentration 50 (TC50), Chondroblast, Apoptosis.
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I. INTRODUCCION.

El presente trabajo se enmarca dentro de la linea de investigacion que desarrolla el
Laboratorio de Microscopia Electrénica del Instituto Anatomico “José Izquierdo”; cuyo
objetivo general, es el estudio de sefiales toxicas inducidas por compuestos quimicos,
farmacos o contaminantes sobre los diferentes sistemas, 6rganos, tejidos y células, que

componen las unidades morfo-funcionales de vertebrados superiores e inferiores.

Una destacada unidad morfo-funcional en vertebrados superiores como los peces, lo
constituye el sistema 6seo. Es un sistema, esencialmente biomecéanico, con funciones
importantes como la de dar proteccion y soporte al cuerpo asi como dar origen a
procesos, como la hematopoyesis. Dicha morfo-funcionalidad, lleva a que cualquier
alteracion pudiera dar paso a una serie de patologias de relevancia en salud publica,

siendo importante mantener el equilibrio entre la mineralizacion y el remodelado 6seo .

Como es sabido, el sistema 6seo como unidad morfo-funcional, es altamente sensible
a estresores quimicos o metabolicos, lo cual lo hace un indicador idoneo para estudiar la
actividad y/o alteracion en los Nucleos de Mineralizacion Osea (NMO) que los
constituyen (Fig.1). Los NMO como elemento fundamental en la conformacion del
sistema &seo, se caracterizan, por ser centros conformados por células preosteoblasticas y
osteoblasticas, moduladas por ricas matrices de sefializacion extracelular y de deposicion
mineral, mediante los cuales, se constituyen los centros de origen de los tejidos denso

del hueso del esqueleto de los vertebrados 3.
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Fig.1. Representacion esquematica de los Nucleos de Osificacién. Se muestra la formacion de Nucleos de
osificacion con participacion de factores de sefializacion, se destaca Runx2 y Osx entre otros elementos que
conducen el proceso como la sial proteina, osteocalcina, fibras de colageno ©.

Dentro de los agentes estresantes, que pueden alterar las matrices o nucleos de
mineralizacion dsea, se encuentran aquellos farmacos que independientemente de su
accion terapéutica pueden tener accion sobre esta unidad morfo-funcional, una accién
bien sea directa o indirecta, ejercida a través de efectos secundarios 0 nocivos, que
contraponen los riesgos potenciales a los beneficios del paciente. Dentro de estos agentes
estresantes, cabe destacar la existencia de los aminoglicosidos (AGs), agentes quimicos
bactericidas que independientemente de su blanco terapéutico, pueden ejercer efectos
secundarios 0 nocivos sobre otras unidades morfo-funcionales bastante conocidas como
el sistema auditivo y el rifién, y otras unidades no tan conocidas, como es el caso del
sistema 6seo, y que definen su potencialidad toxica, bien sea ototdxico, nefrotoxico y

osteotoxica, entre otras &7



Al respecto, cabe destacar que desde hace pocos afios, la posible relacion entre
los AGs y su no tan conocida accién sobre unidades morfo-funcionales como el sistema
0seo, ha sido considerada. Asi, estudios in vitro, han reportado una disminucion de
enzimas marcadoras de la diferenciacion osteogénica con una concomitante disminucion
en la actividad de los osteoblastos ®.  Sin embargo, la osteotoxicidad como fenémeno
vinculado a la accion de los AGs no ha sido claramente establecida. Esta situacion ha
motivado la busqueda de modelos experimentales eficientes, que permitan dar respuestas

ante el poco conocimiento de la accién de los AGs sobre el tejido y la célula dsea.

En los altimos afios ha surgido el pez cebra, Danio rerio, como modelo vertebrado
por excelencia, para investigaciones de indole toxicolégico. Estudios recientes sobre su
morfogénesis, han indicado que durante su desarrollo, ocurren sefiales que involucran
procesos similares a los observados en la diferenciacion de los huesos y los cartilagos en
mamiferos, lo que lo ubica como una alternativa para el estudio de la osteotoxicidad ©*?.
Es por ello que, ante la necesidad de entender la etiologia de los efectos toxicos de
compuestos quimicos de relevancia terapéutica, como es el caso de los denominados
AGs, el presente trabajo se propuso hacer uso de este importante modelo experimental
para abordar in vivo el posible efecto osteotdxico vinculado con estos bien conocidos

agentes terapéuticos bactericidas.

En el esqueleto o estructura dsea, tanto en el humano como en los peces (Fig.2),
se destacan importantes centros de osificacion a nivel de la porcion cefalica, lumbar,

extremidades inferiores y superiores, que se constituyen como centros regeneradores de



dicha estructura. Numerosos investigadores asi lo han demostrado tanto en humanos

como en modelos de experimentacién 2.,

En humanos se ha dado gran relevancia a los centros de osificacion de la mano de
los cuales se ha descrito la secuencia de osificacion ™. En animales de experimentacion
ha sido posible demostrar alteraciones de los centros de osificacion, particularmente la
muerte celular necro-apoptotica en el tejido 6seo de miembro inferior de embrién de
pollo, con el uso de agentes estresantes como el agua carbonatada “?. Esta evidencia
apoya la importancia que pueden tener estos centros de osificacién para los estudios de

las patologias Oseas.

-2

17-25

Fig.2. Estructuras 6seas de humanos vs. peces. Se destaca los principales nlcleos de osificacion
en el humano: el omoplato, el coxal, la mano, el pie; mientras que en los peces se encuentran en la
cabeza, espina dorsal, cola ©.



Como unidad morfo-funcional, los NMO se caracterizan por numerosas células
que definen el tejido dseo, entre las cuales se destacan las células mesenquimatosas
multipotenciales, con alta capacidad de divisién, localizadas en las porciones internas
denominadas periostios y endostios, que dan lugar a las células preosteoblésticas o
progenitoras. Por otra parte, se encuentran los preosteoblastos, células provenientes de la
alta diferenciacion de las células multipotenciales y que van a dar origen a los
osteoblastos funcionales o célula constituyente del tejido 6seo “®. Todas estas células
sintetizan la matriz del tejido 6seo, promovido por cascadas de sefializacion osteogénica
entre los que se destacan numerosos factores de vias de sefializacion intracelular como el

Run X2, Cbfal, Callal (Fig. 3) **.

Osx Osificacion
intramenbranosa
(Huesos
Células mesenquimales planos del
multipotenciales créneo)

Preosteoblastos

Osteoblasto funcional

|
|
Callal 1 Sialoproteina de hueso
1 ? osteocalcina
|
1 Osificacion

Run x2/Cbfal = = =

endocondrial

(Huesos largos)

Modificado de Nakashima y col, 2002.Cell Vol.108,17-29

Fig.3. Representacion esquematica de la cascada de sefializacién osteogénica. Se destacan las
células mesenquimales con transformacion a preosteoblastos y osteoblastos encargados de la
osificacion endocondral e intermembranosa en donde intervienen factores de sefializacion como
RunX2/cbfal, sialoproteinas y osteocalcina ©.



Por ultimo se destacan los osteoclastos, células cuya funcién principal es la
reversion de la formacién del hueso a través de la activacion de enzimas lisosomales. El
equilibrio entre las células osteogenicas y las células osteoclasticas da como resultado la
estabilidad del tejido 6seo, ya que proporcionan los niveles adecuados de compuestos
inorganicos y también la presencia de estructuras fibrilares que proporcionan la

flexibilidad de dicha estructura.

Dentro de la mineralizacion inorgéanica del hueso cabe destacar componentes
como las sales de fosfato y calcio, entre otras, que contribuyen a la denominada

remodelacion 6sea regulada por factores mecénicos y sistémicos ™.

Dentro de las estructuras fibrilares se destacan las fibras de colageno, las cuales se
determinan la flexibilidad de la estructura 6sea. Al respecto, es sabido que la sintesis y la
secrecién de los mucopolisacaridos, a cargo del aparato de Golgi de los osteoblastos, y la
sintesis de colageno vinculada con el reticulo endoplasmico, se conjugan alrededor de los
osteoblastos, constituyendo asi la matriz dsea sobre la cual se depositan los compuestos

inorganicos para darle la dureza caracterfstica del hueso ®©.

Desde el punto de vista histologico (Fig.4), los nucleos de osificacion podrian ser
ubicados en el denominado cartilago hialino (flechas), un tejido definido como una
estructura de células apiladas de manera intercalada de acuerdo a su polaridad (Fig.4 a’;

a”; a’”), a través del cual se impulsa la formacion y elongacion de los primordios

esqueléticos mediante sefiales que inducen la morfogénesis espacial y temporal de los
6



condrocitos, para dar forma a los primordios esqueléticos o nlcleos de mineralizacién

6sea 7

R 'a

.
-

P

Fig. 4. Corte longitudinal de la larva control Danio rerio 5 dpf tefiido con Azul de Toluidina. Se destaca la
organizacion tisular del cartilago hialino (flechas). A mayor aumento la disposicion de los osteoblastos en
diferentes porciones de primordios esquelético (a’; a”, a’) con capa epitelioide de células intercaladas (a’),
cuboides o cilindricas bajas (a”, a’”); caracterizadas por poseer nucléolo Gnico, muy desarrollado, situado
con frecuencia en un extremo de la célula ©.

Cabe destacar que estos primordios esqueléticos, tienen su origen en la cresta
neural craneal. Entre el ectodermo y endodermo se origina el tejido mesodérmico, el cual
después es invadido por células de la cresta neural, siendo éstas el mayor componente del
mesénquima de los centros de osificacion. Particularmente, en los teledsteos, este
proceso es preponderante en el cartilago del esqueleto branquial, ya que desde las 24
horas post fecundacién la cabeza esquelética es cartilaginosa, conocida como
condrocraneo. Este a su vez, estd compuesto por neurocraneo y vicerocraneo. El
condrocraneo, esta definido por porciones denominadas arcos, los cuales tiene origen
endodérmico (pared faringea, papilas gustativas), mesodérmico (musculo y endotelio

7



vascular), en la cresta neural (hueso, cartilago y tejido conectivo) y ectodérmico
(epidermis y neuronas sensitivas de los arcos epibranquiales). De esta manera, un arco
tipico estd constituido por un arco adrtico, un componente muscular, uno nervioso y un
baston cartilaginoso; siendo este ultimo el constituyente del esqueleto de cada arco que,
en conjunto, forman el Ilamado esqueleto branquial. Cada baston cartilaginoso esta
constituido por una serie de hasta 5 elementos articulados, los cuales son: faringeo-
branquial, epibranquial, cerato-branquial, hipo-branquial y basibranquial (Fig.5). Los
arcos se enumeran entonces como mandibular, hiomandibular y arcos branquiales los

cuales son 5 en los peces teledsteos *® (Tabla I).

Fig.5. Nucleos de mineralizacion del esqueleto branquial de larvas de Pez cebra. Fotomicrografia in vivo,
en posicion ventral, de larva control 5 dpf no tefiida (a), incubada con Calceina (a’). Se visualizan
distintos elementos cartilaginosos de la porcion cefélica (1): cartilago Meckel’ (cm), palatoquadrate (pq),
basihial (bh) y ceratohial (ch). Porcion branquial (2): p3, que incluye ceratobranquial (cb), hipobranquial
(hb), basibranquial (bb) y paracordal (pc). La incubacion con calceina 10 min, fue realizada posterior a una
pre-incubacion de 4 horas con Bromelina. Dr. Alvarez, Datos no publicados.



Tabla 1. Algunos derivados de los arcos branquiales en peces teledsteos ®©.

Modificado por Rivas Castillo Y. 2015.

Arco Elementos cartilaginosos branquial.

e Palatocuadrado
I. Mandibular e Cartilago de Meckel

e Hiomandibular
e Ligamento estilohioide
Il. Hiodeo e Ceratohial

e Basihial

Cuerno mayor y porcion caudal del
m cuerpo del hioideos

IValVv Cartilagos laringeos.

En los Ultimos afios, el estudio de los nucleos de osificacion ha sido abordado
desde el punto de vista de la disminucion de la densidad 6sea; particularmente como un
efecto secundario, consecuencia de la accién de algunos agentes farmacoldgicos como
elementos estresantes . Asi, ha sido evaluada la disminucion de la densidad mineral
6sea como un efecto secundario importante de varias clases de farmacos, que incluyen el
tratamiento a largo plazo con glucocorticoides y en situaciones de cancer de mama con el
uso de inhibidores de la aromatasa “®?V. Sin embargo, hasta el presente los AGs no han

sido relacionados con el estudio de alteraciones sobre estos centros de osificacion.



I.a. Aminoglicésidos (AGS).

Los AGs (Fig.6), son sustancias quimicas producidas por actinomicetos,
Streptomyces ssp. y Micromonospora ssp., que no se absorben por via oral, pero se
absorben rapidamente por via intramuscular debido a su alta hidrosolubilidad. Estos
farmacos actuan inhibiendo la sintesis de proteinas en las bacterias, después de ingresar a
la célula mediante un sistema de transporte dependiente del oxigeno y de energia; por lo

que se inhibe en condiciones de anaerobiosis 2.

CIR Aminociclitol: 2-deoxi-estreptamina

Aminoglicésido s

Fig.6. Estructura de un Aminoglicésido “2.

Son, ademas, policationes cuya actividad antimicrobiana se ve favorecida en
medios alcalinos; y reducida en medios acidos, en anaerobiosis y en presencia de cationes
bivalentes como el calcio, por lo que su uso amerita recomendaciones especiales tanto
para administrar estos farmacos como para evitar o reducir los efectos adversos que

producen ¥, Dentro de esta familia de los AGs, se encuentran compuestos que han sido
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utilizados en la practica clinica. Entre ellos, se encuentran: la estreptomicina, neomicina,
gentamicina, tobramicina, amikacina, netilmicina, paromomicina, kanamicina y

framicetina

. Entre ellas; amikacina, gentamicina y netilmicina, han sido utilizadas
ampliamente para tratar infecciones causadas por bacilos Gram negativos, micobacterias,
enterococos, y en tratamientos contra la P. aeruginosa, Serratia, Enterobacter y

Klebsiella. Sin embargo su toxicidad y la resistencia han restringido su uso.

Por lo general, son administrados en combinaciéon con [- lactdmicos o
glucopéptidos en las infecciones graves de tratamiento dificil, como la endocarditis
bacteriana, o como parte de una “terapéutica ciega” para infecciones serias de etiologia
desconocida, en la cual una penicilina o una cefalosporina se combina con un AGs. Sin
embargo, aunque no son tratamientos de primera linea, los AGs no han dejado de ser

utilizados 9.

l.a.1.Estructura quimica de los AGs.

Los antimicrobianos aminoglicosidos-aminociclitoles estan constituidos por la
combinacion de 2 tipos de compuestos quimicos: azUcares Yy alcoholes ciclicos,
caracterizados cada uno como aminados y no aminados. Los azlcares aminados, son
denominados aminoglicésidos, y los no aminados glucésidos; mientras que los alcoholes
ciclicos aminados, son denominados aminociclitoles y los no aminados, ciclitoles. Esta
combinacion glucosidica entre los azucares y los ciclitoles, es producto de la

deshidratacion de grupos hidroxilos continuos, dando como resultado los diferentes tipos
11



de antibidticos aminoglicosidos que se conocen. AGs como la gentamicina, amikacina y
netilmicina, se encuentran ubicados dentro del mismo grupo de la 4,6 2-

deoxiestreptamina, con una relacién 2:1 azdcar/ciclitol ®. (Tabla 1)

Tabla I1: Diferentes clases de Aminoglicésidos 2. Modificado por Rivas Y.

2013.
Grupos principales Relacion ciclitol Representantes Azucar/ciclitol
Estreptidina Estreptomicina 21
4.5 2-deoxiestreptamina Neomicina, 31
Paromomicina,
Ribostamicina, 2:1
Aminoglucésido
Aminociclitol
4,6 2-desoxiestreptamina Gentamicina
Amikacina 2:1
Netilmicina.
Glucdsido aminociclitol Actinamina Espectinomicina 1:1
Aminoglucoésido ciclitol Hexahidrociclohexano Kasugamicina 1:1

l.a.,Toxicidad de los AGs.

Los AGs comparten el potencial de producir toxicidad, ampliamente estudiada y

(27,28,29,30) (32,33)

reportada, como la ototoxicidad la nefrotoxicidad y el bloqueo

neuromuscular ®*3% con signos y sintomas como fiebre ©*, salpullido ©, entre otros

(36,37)
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En términos generales, la nefrotoxicidad de los AGs ha sido fundamentada en
algunos mecanismos conducentes a la disminucion de la tasa de filtracion glomerular,
tales como: primero, la inhibicién de la fosfolipasa C, lo cual inhibe la produccion de las
prostaglandinas vasodilatadoras, permitiendo la accién vasoconstrictora arteriolar ©® y
segundo, el aumento del factor activador de plaquetas (PAF), promotor de un efecto
vasoconstrictor que provoca un descenso en la presion de ultrafiltracion y por ende

disminucién de la tasa de filtracién glomerular %49,

Algunos autores sugieren una posible interaccion entre los AGs y la unién
neuromuscular, ya que parte del mecanismo de accion a este nivel es calcio-dependiente
inhibiéndose asi la liberacién de acetilcolina y ocasionando con ello parélisis
neuromuscular, generado cuando se alcanzan concentraciones muy altas en la placa
motriz. Una elevada concentracién de calcio se produce, si el antibiético se administra en
inyeccion rapida intravenosa o si la absorcion es muy rapida, como ocurre cuando se

administran concentraciones elevadas de AGs en el liquido pleural o el liquido peritoneal

(39,40)

Entre otras complicaciones, se han descrito reacciones de hipersensibilidad, que
aparecen en ocasiones en sus distintas formas; llegando incluso a producir reacciones
anafilacticas graves. Por via oral, pueden provocar algunas molestias gastrointestinales;
asi como en el tratamiento cronico pueden llegar a causar un sindrome de malabsorcion.

También se ha descrito toxicidad en la retina causada por los AG, siendo del méas tdxico

13



al menos toxico la gentamicina > netilmicina = tobramicina > amikacina =

kanamicina®®.

Aunque no se tiene seguridad absoluta sobre su posible accion teratdgena, se
piensa que podrian provocar en el feto una lesion ototoxica o nefrotoxica, por lo que su
uso en mujeres embarazadas queda restringido a infecciones graves que no responden a

otros antibiéticos o a casos de hipersensibilidad a otros antibi6ticos 442,

Desde hace algunos afios se ha observado la posible relacion entre el uso de los
AGs y la Osteo-toxicidad; sin embargo, es ahora cuando los investigadores han dado
importancia a este hecho, aun no quedando claro la relacion osteotdxica ni el mecanismo
involucrado en esta posible toxicidad 6sea. Aun asi, la toxicidad 6sea podria ser un efecto
secundario relevante, ya que in vitro se ha observado la disminucion de la actividad de
los osteoblastos, al aplicar localmente altas dosis de gentamicina sobre estas células, asi
como también ha sido observado el descenso de la fosfatasa alcalina, enzima marcadora
que se expresa por la diferenciacién osteogénica “4 Otros autores, sometieron una linea
celular de osteocarsoma humana (MG-63) a concentraciones agudas de tobramicina,
obteniendo como resultados, que a concentraciones menores de 200 pg/ml la tobramicina
no produce inhibicion de la replicacion osteoblastica; sin embargo, a 400 pug/ml ocurre
una disminucién significativa de los osteoblastos y a 10.000 pg/ml causa muerte celular,

resultados similares se obtuvieron con cultivos de osteoblastos de rata®®.
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Las células de osteoblastos C2C12 fueron sometidas a una aplicacion local de
gentamicina a concentraciones de 12,5-800 pg/ml durante 48 horas, y luego a una
concentracion de 200-800 pg/ml, a concentraciones menores de 800 pg/ml, no se
observaron cambios significativos en el niumero de células, pero la viabilidad celular se
redujo en un tercio a las concentraciones ensayadas entre 200-800 pg/ml. La actividad de
la fosfatasa alcalina disminuyo significativamente en un tercio en cualquier concentracion
probada (12,5 a 800 pg/ml) de gentamicina. Sin embargo, la exposicion a una
concentracion de gentamicina de 800 pg/ml por 48 horas no inhibe ni disminuye la
expresion del gen osteogénico osterix (factor de transcripcion clave de los osteoblastos)
ni fosfatasa alcalina. Por lo tanto, en este trabajo se concluyo, que la gentamicina a altas
concentraciones reduce la viabilidad celular y la actividad de la fosfatasa alcalina in vitro;
sin embargo, in vivo podria mejorar la reparacion del hueso. Otras investigaciones han
mostrado los beneficios del uso de netilmicina 50 mg en el tratamiento de pacientes con
artroplastia; asi como también han puesto en evidencia la disminucién de la fosfatasa
alcalina, de la 3 H-timidina y del ADN en cultivo de células osteoblasticas humanas
cuando son expuestas a la gentamicina durante 4 dias, con una concentracion de

100pg/ml (7:4647)

Investigadores en 2006 demostraron que la netilmicina, otro antibiotico
perteneciente a la categoria de los AGs, produce inhibicién de la actividad enzimatica de
la biosintesis del colageno en cultivos de fibroblastos de piel de humanos a
concentraciones <5ug/ml. ElI colageno es el principal componente de la matriz 6sea. En
otro estudio se demostro que este AGs produce una rapida disminucion de la linea lateral

de los neuromastomas en el modelo larvario de pez cebra dependiente de la
15



concentracion a los 90 minutos “349),

Por lo documentado hasta ahora, existe una relacion entre los aminoglicosidos y el
tejido dseo; sin embargo, esta relacion, segin algunos investigadores, es beneficiosa y
para otros contradictoria, observandose por lo general, que a bajas concentraciones se
inducen beneficios, ocurriendo lo contrario a altas dosis o en tratamientos prolongados.
Esta contradiccion, ha incentivado la busqueda de modelos experimentales que permitan
profundizar y dar respuesta ante el poco conocimiento de la accion de los AGs sobre el

tejido y la célula dsea.

I.b. El Pez Cebra Como Modelo Experimental

Es sabido que el pez cebra Danio rerio, muestra una amplia similitud con los
seres humanos en términos de la arquitectura Osea, las células Oseas, las proteinas de
matriz y la sefializacion molecular ®°*%, (Tabla I11). Por ejemplo, el gen sox9a (necesario
para la condrogénesis), controla la expresion del gen col2Al que codifica para el
colageno tipo 1, que es el principal tipo de colageno en el cartilago. La pérdida de la
funcion del gen RunX2a, no tiene ninguna influencia en la condrogénesis craneal en el
pez cebra Danio rerio; en cambio, el gen Runx2b juega un papel clave en la maduracion
de los condrocitos y en la diferenciacion osteoblastica. La sefializacion de las proteinas
morfogenicas 6seas (BMPs por sus siglas en inglés), juega un papel esencial para la
diferenciacion y maduracion de los condrocitos y osteoblastos, especialmente durante la

osificacion endocondral. Entre los ligandos BMPs, que estimulan la diferenciacion de los
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osteoblastos y condrocitos se encuentran: BMP2, BMP4, BMP7 y BMPG6. Varios estudios
en ratones han demostrado que las BMPs regulan factores de transcripcion tales como:
Runx2, osterix, MASX2 y Sox9, cruciales para el cartilago y la formacion del hueso. Se ha
demostrado, que la proteina BMP2, esta involucrada en la induccion de la diferenciacion
del hueso, durante la regeneracion de las aletas. Otros grupos de investigadores, han
demostrado que moléculas del factor transformante de crecimiento, incluyendo la BMP2,
son efectivas en promover la condrogénesis y la osteogénesis in vivo en vertebrados

superiores, incluyendo los humanos 2 359,

Tabla I11. Comparacién de los genes existentes en peces, aves y mamiferos ©2).

col 1 col 2 col 10 col 11 sox9 runx2

Condrocitos
Teleosteos - + + + + +
Aves - + + + + +
Mamiferos - + + + + +

Osteoblastos
Teledsteos + + + + + +
Aves + - - + - +
Mamiferos + - - + R +

Por lo tanto, el pez cebra Danio rerio, representa un modelo til para analizar el
comportamiento de los osteoblastos durante su formacion y mineralizacion, asi como
también sus caracteristicas Unicas representan una ventaja para estudios fisiologicos y

pruebas farmacoldgicas. Las ventajas como modelo experimental que presenta este
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vertebrado, ha permitido estudiar la biomineralizacion, por lo que en diferentes
universidades de reconocido prestigio, como la Universidad de Harvard, han desarrollado
protocolos para estudiar la embriologia del pez cebra Danio rerio, aportando a la ciencia
resultados fiables, reproducibles y con un minimo costo de reactivos, usando técnicas de
coloracién para observar las etapas del desarrollo de este modelo ©®. Estas técnicas,
también han sido usadas por otros investigadores para poner en evidencia la
mineralizacion in vivo a través de Rojo de Alizarina, asi como también tinciones
histoquimicas como Azul de Alcian y Von Kossa para evidenciar los ndcleos de

mineralizacion.

También se han usado técnicas de coloracion para observar nucleos de
mineralizacion en otros estudios, como por ejemplo, en 2010 en Venezuela, se analizaron
fetos humanos a través de la tincion de alizarina, demostrandose que a partir de la novena
semana de gestacion comienzan a aparecer nucleos de osificacion en la region del ala
mayor del esfenoide y a las onceava semanas se observan nicleos de osificacion, siendo
la semana 12 de vida intrauterina cuando comienza la osificacion en el pterigoideo®®, por
lo que el desarrollo endocondral empieza desde las primeras etapas de la gestacion. Es
por esta razén que los fetos son sumamente sensibles a cualquier agente quimico, como
por ejemplo los farmacos, ocurriendo de la misma manera en el pez cebra donde el
desarrollo 6seo comienza desde temprana edad (24 horas), pudiéndose observar

estructuras 6seas y otros organos a los 5 dias post fecundacion ©"°9.

Estas caracteristicas del pez cebra Danio rerio han permitido incluirlo entre los
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posibles modelos para el estudio de alteraciones 6seas, destacandose en investigaciones
de indole toxicoldgico, por las ventajas que éste presenta; mide entre 3 y 6 cm de largo
aproximadamente en la edad adulta (siendo las hembras de mayor tamafio), posee
caracteristicas ventajosas como son: la puesta de cientos de huevos diarios, la
transparencia de sus embriones (que permite que puedan ser observados durante el
desarrollo fuera del adulto); a los 5 dias post fecundacién (dpf) se pueden distinguir
estructuras de Organos y ser observadas al microscopio. Estas caracteristicas hacen
eficiente su uso en los estudios de la toxicidad de sustancias que pueden ser absorbidas
del medio en que se mantiene esta especie. EI mantenimiento es de bajo costo, tienen un
corto tiempo de generacion, y al ser un vertebrado presenta gran correlacion con los
modelos de mamiferos con aproximadamente un 70% de similitud con el genoma del ser

humano ©859)

. Ademaés, evita los problemas éticos/legales de los roedores (no es
considerado un animal de laboratorio por las Directivas de la Unidén Europea) y satisface
el criterio de las 3Rs: Reducir, Refinar y Reemplazar) y tiene actualmente mas de 4000
investigadores alrededor del mundo usando este modelo experimental, sobrepasando los
10000 articulos cientificos en PubMed actualmente. Es un pez pacifico pero de rapidos
movimientos que nada constantemente, necesitando espacio y abundancia de oxigeno, un
pH de 7,0-7,8 y una temperatura entre 18 y 26°C. Habita en rios con corrientes rapidas y

se ubica en Asia (especificamente en Pakistan, India, Bangladesh y Nepal) %%,

La reproduccion es de las mas sencillas que se puede encontrar en especies
oviparas. Los huevos son liberados por la hembra en el agua y son inmediatamente
fecundados por los machos. No son nada adhesivos por lo que caen al fondo del acuario;

es por ello que para protegerlos de que los padres los ingieran es recomendable colocar
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una malla protectora en el fondo de la pecera. Una vez fecundados los huevos se da inicio
a una serie de periodos que corresponden a las divisiones celulares necesarias para dar
paso a un nuevo individuo. En 24 a 48 horas se observaron los primeros rudimentos de
organos internos de los distintos aparatos y el esbozo de cola, incluso el corazén empieza
a latir, ocurriendo la eclosion al tercer dia post-fecundacion (3dpf), obteniéndose asi una
larva temprana (Fig. 7a). Una vez formadas todas las estructuras y sistemas serad una larva
juvenil y luego un adulto (Fig. 7b), considerandose adulto a partir de los tres meses,

perfodo en que comienzan a alcanzar la madurez sexual ©2.

Fig. 7. Pez Cebra: a. Larva temprana. b. Adulto 9.

Todo lo anteriormente expuesto y la necesidad de entender la etiologia de los
efectos tdxicos de agentes quimicos de uso terapéutico, como los AGs y su posible accién
osteotdxica y contando con un modelo experimental idéneo, incentivd la investigacién
ha objeto de poner en evidencia si la gentamicina, la netilmicina y la amikacina, producen
alteraciones sobre los nucleos de mineralizacion dsea en las larvas de pez cebra Danio
rerio. La presente investigacion aportaria informacién de interés clinico, que permita

pronosticar y evaluar el riesgo/beneficio del uso de estos antibidticos, segun el tipo de
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paciente y discernir sobre la administracion de estos compuestos, ya que podria producir

alteraciones 6seas aun no descritas.

Il.  Objetivos
Il.a.1. Objetivo General

Estudiar el efecto oOsteo-toxico “in vivo” inducido por la gentamicina, la
netilmicina y la amikacina sobre el modelo experimental larvario del pez cebra (Danio

rerio).

Il.a.,. Objetivos Especificos

1. Determinar la toxicidad in vivo de los aminoglicésidos seleccionados en larvas

del pez cebra Danio rerio.

2. Demostrar los posibles cambios producidos a nivel histoquimico por los
aminoglicésidos sobre los nucleos de mineralizacion en el tejido dseo de larvas de

pez cebra Danio rerio.

3. Evaluar los posibles cambios inmunohistoquimicos en los ndcleos de

mineralizacion 0sea del tejido larvario de pez cebra Danio rerio.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

I11.a. Obtencion de huevos y larvas de pez cebra Danio rerio 5 dias post fecundacion
(5dpf).

Los huevos y las larvas de pez cebra utilizados en los distintos ensayos de
biotoxicidad en esta investigacion, fueron obtenidos a partir de peces adultos hembras y
machos de tipo silvestre (wt), proveniente de casa comercial, tienda “Las Mascotas”
Santa Monica. Previo a la incorporacion de los peces al acuario, se requirié un proceso de
adaptacion evitando cambios bruscos de ambiente. En primer lugar, se introdujo el medio
de transporte cerrado de los peces (empaque plastico) dentro del acuario, a fin de
equilibrar la temperatura dentro del medio de transporte con el agua del acuario; luego de
5 minutos, se procedid 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 repitio dos veces mas); se observo el comportamiento de los peces
ya que se estaba cambiando 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 posteriormente liberados en el acuario. Los peces fueron
mantenidos en el laboratorio en un acuario de vidrio de 120 cm de largo x 50 cm de
profundidad x 30 cm de alto, provisto de un filtro interno de carbdn activado y un
aireador para la oxigenacion del agua. Los peces fueron 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 realizacion de

los bioensayos.
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Posterior al periodo de acondicionamiento de 20 dias, la postura de huevos fue
inducida luego de un ciclo de luz-oscuridad de 16 y 8 horas respectivamente, con
lamparas de 11 vatios FLC (ldmparas fluorescentes compactas), manteniéndose una
temperatura entre 21 y 25°C. Una vez que las hembras liberaron los huevos en el agua,
los mismos fueron fecundados por los machos. Debido a que los huevos no son
adhesivos, caen libremente y se depositaron en una malla que se encontraba en el fondo
del acuario, evitando asi que fuesen consumidos por los peces adultos. Los huevos se
obtuvieron en tandas de 150-300 por dia, fueron extraidos, lavados y colocados en Placas
de Petri, y luego fueron incubados a 28°C hasta los 5 dias post-fecundacion (5 dpf)

estadio necesario para los ensayos de biotoxicidad ©*.

I11.b. Bioensayo de toxicidad de la gentamicina, netilmicina y amikacina sobre la

poblacion larvaria 5dpf .

Para calcular la Concentracion Letal Media (CLsp) de los aminoglicsidos
seleccionados, se procedid a realizar una curva dosis-respuesta, para conocer la
concentracion de la gentamicina, la netilmicina y la amikacina, que causaba el 50% de
mortalidad en los organismos expuestos a las 24, 48 y 72 horas. Para ello se utilizaron
antibidticos comerciales en presentacion en discos de concentraciones, conocidas y
exactas de cada uno de los aminoglicosidos (netilmicina 30 pg, gentamicina de 10 pug y
120 pg, y amikacina de 30 pg); concentraciones de 0, 15, 30 y 60 pg/ml para cada
antibidtico se ensayaron por triplicado. Los ensayos respectivos fueron realizados en
placas de 24 pozos, con un numero de 10 larvas/pozo/concentracion en un volumen final

de 2000 pl de agua de pecera filtrada a temperatura ambiente.
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Transcurridos los diferentes tiempos de tratamiento (24, 48 y 72 horas) se
procedié a determinar el porcentaje de mortalidad y a calcular la concentracion letal
media (CLso) por el método de Spearman-Kéarber ¥, siguiendo las férmulas resefiadas.
La estimacion de la CLso permitio estimar la CTso y los intervalos sub-letales y supra-

letales de los antibidticos estudiados con un intervalo de confianza del 95%.

CL so=m=XK—d (S1-1/2)
Donde:
XK= dosis minima a partir de la cual la mortalidad fue 100%.
d = intervalo entre cada dos dosis.
S1=suma de las fracciones de individuos que presentaron muerte.

La desviacion estandar SCLsp, 0 méas facil Sm, se determina mediante la siguiente

ecuacion:
Sm= (252-S1-512-1/12)"

Donde, S2 = suma de la fraccion acumulada de los individuos que presentaron la

muerte 64,

Ademas del método Spearman-Kérber 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 fueron definidos los
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siguientes parametros ©°;

a) Logaritmo de Concentracion de cada uno de los antibidticos

(gentamicina, netilmicina y amikacina).

b) Valor probabilistico del evento ocurrido (Valor Probit).

I11.c. Sefales de 6steo-toxicidad.

I11.c.1. NUcleos de osificacion.

~

Como primera sefial especifica de Osteo-toxicidad inducida por los
aminoglicésidos ensayados, se selecciono el cambio en los parametros morfo-anatomicos
como la estructura craneo-facial de las larvas de pez cebra Danio rerio control y tratadas
asi como los cambios en la arquitectura 6sea. Los cambios en la estructura craneo-facial
fueron registrados mediante observaciones directas bajo el Microscopio Estereoscépico
Olympus BX50 y registrados en fotomicrografias tomadas con Camara Fotogréfica
Digital Olympus DP71, proveniente de Japon incorporada al microscopio. Las
fotomicrografias fueron analizadas cualitativa y semi-cuantitativamente con ayuda del
programa de analisis de imagen ImageJ, programado en Java desarrollado en el Instituto

Nacional de Salud de EEUU.

Por otra parte, con respecto a la arquitectura Osea, se analizaron los cambios
producidos a nivel de los principales centros de osificacion de la porcion craneo-facial de

las larvas de pez cebra Danio rerio de 5dpf, tales como la region arco mandibular, arco
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hioideo y la porcion cerato-branquial. Dichos centros, fueron visualizados con el uso del
Rojo de Alizarina, un colorante derivado de la antraquinona obtenido por la oxidacién del
antraceno y que permite evidenciar la mineralizacion de dichas zonas con la presencia de
depésitos de calcio ©?. Una vez transcurrido el tiempo de exposicién (48 horas) a las
concentraciones sub-letales de los aminoglicosidos utilizados, las larvas control y las
tratadas fueron incubadas con una solucion de Rojo de Alizarina al 0,5% durante 24 horas
a temperatura ambiente y en la oscuridad. Posteriormente, las larvas fueron lavadas en
agua de pecera y colocadas en un soporte de agarosa 2% (Sigma Ha-9915) para ser
observadas bajo el Microscopio de Fluorescencia Olimpus 1X71, a una longitud de onda
de excitacion entre 535 y 555 nm. Los cambios producidos en la mineralizacion fueron
registrados fotograficamente y analizados a través de histogramas de densidad realizados

con el programa de analisis de imagen ImagenJ.

I11.c., Analisis Histoquimico e Inmunohistoquimico.

Preparaciones de las larvas control y tratadas a las concentraciones sub-letales de
los diferentes aminoglicésidos ensayados, fueron analizadas desde el punto de vista
histologico. Para ello, una vez transcurrido el tiempo de tratamiento con los respectivos
aminoglicésidos, ambos grupos fueron fijados en solucion de Karnovsky ©®
(Glutaraldehido 25% - paraformaldehido 25% en medio acuoso), durante 24 horas a 4 °C.
Tras la fijacion, se procedio a la deshidratacion de las muestras en concentraciones

crecientes de etanol 70,80, 90, 100%, finalizando con una desalcoholizacién en xilol, por

15 minutos. Seguidamente, las muestras fueron embebidas en parafina, para finalmente
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ser incluidas en posicion ventral, para la obtencion de bloques a ser cortados en secciones
transversales de la estructura anatémica de las larvas control y las tratadas. Cortes de
0,4um fueron realizados utilizando micrétomo RM2255 Leica Microsystems de EEUU y
coloreados con Azul de Toluidina al 1% durante 1 minuto. Este es un colorante
metacromatico que tiene afinidad por las estructuras ricas en proteoglicanos presentes en
el cartilago. Los cortes fueron fotografiados con un Microscopio Olympus IX71, con lo
cual se pudo obtener registros fotograficos que permitieron analizar los cambios
expresados a nivel de nucleos de mineralizacion y otros tejidos. Dichos cambios fueron
determinados a traves del establecimiento de las diferencias en la arquitectura celular de
los osteoblastos con un andlisis semi-cuantitativo de densidad Optica y una tincion
diferencial con Azul de Alcian 0,1% a pH 2,5. El posible mecanismo de muerte celular
asociado a los cambios experimentados por los osteoblastos, se determind mediante la

tincién inmunohistoquimica de TUNEL.

EL Azul de Alcian, es un colorante cationico usado para la determinacion de
glicosaminoglicanos presentes en la matriz extracelular del tejido conjuntivo y del tejido
6seo. Cortes histologicos de la porcion craneo-facial fueron incubados durante 30
minutos en solucion filtrada de Azul de Alcian, luego fueron lavados con agua corriente
durante 10 minutos y enjuagados con agua destilada, para luego ser contrastadas con una
solucion filtrada de Rojo Nucleo resistente durante 5 minutos. Luego las muestras fueron
enjuagadas con agua destilada por 1 minuto y finalmente fueron deshidratadas y
aclaradas pasandolas por alcohol etilico al 95%, alcohol absoluto y por Gltimo xileno,
realizando esta deshidratacion creciente de alcoholes 2 veces cada una durante 2 minutos,

y luego fueron observadas al microscopio en medio resinoso.®”
27



La desoxinucleotidiltransferasa Terminal marcado con dUTP (TUNEL), es una
tincion inmuno-histoquimica fundamentada en la identificacion de fragmentos de ADN
provenientes de células dafiadas. La presencia de fragmentos de ADN puede ser
identificada por la desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT), una enzima que cataliza
la adicion de dUTPs, etiquetados con un marcador fluorescente que puede también
marcar las células que han sufrido dafios en el ADN ©®- Esta reaccién se llevo a cabo
sometiendo los cortes histoldgicos de muestras control y tratadas, al protocolo descrito en
el kit Colorimétrico, The DeadEnd™ de USA, adquirido de la Casa Comercial Promega
de Alemania. Este protocolo consistio en realizar un pre-tratamiento de las muestras,
desparafinando con xilol durante 5 minutos. Luego fueron sumergidas las muestras en
etanol al 100% durante 5 minutos y rehidratadas con una bateria de alcoholes en
concentraciones decrecientes: 95%, 85%, 70%, 50%, dejandolas en contacto con cada
concentracion de alcohol a temperatura ambiente (T.A) por 3 minutos. Posteriormente,
las muestras fueron sumergidas en solucion de cloruro de sodio al 0,85% vy luego en
buffer fosfato salino pH 7,4 (PBS) durante 5 minutos cada una. Seguidamente, se realiz
la deteccidn de la apoptosis, fijando las muestras pre-tratadas en paraformaldehido al 4%
a T.A durante 15 minutos. Luego las muestras fueron lavadas en PBS durante 5 minutos;
se permeabilizd el tejido agregando 100 pl de una solucion de 20 ug/ml de proteinasa K e
incubandolo a temperatura ambiente durante 10-30 minutos. Luego fueron sumergidas en
PBS durante 5 minutos y se repiti6 la fijacion en paraformaldehido al 4% en PBS a T.A
durante 5 minutos, se retird el exceso de liquido y se coloco en 100 ul de mezcla de
reaccion IDTE (Nucledtido biotinilado recientemente preparado y mantenido en hielo) el

cual se prepara con 98 ul de buffer equilibrado con PBS + 1 ul de nucleétido biotinilado
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+ 1 pl rTdT. Posteriormente, se agregod 100 pl de tampoén equilibrado pH 7,4 y se incubo a
temperatura ambiente durante 5-10 minutos. A continuacion, se agregd 100 ul de la
mezcla de reaccion de TdT (terminal desoxinucleotidil transferasa) a las preparaciones de
tejidos, evitando que los cortes de los mismos se secaran por completo; se cubrid las
preparaciones con laminas cubreobjetos de pléstico para asegurar una distribucion
uniforme de la mezcla; las preparaciones fueron incubadas a 37°C durante 60 minutos en
una cdmara himeda, para permitir que se produzca el marcaje en los extremos de los
fragmentos de ADN. Transcurrido este tiempo se detuvo la reaccion removiendo la
lamina cubreobjetos y sumergiendo la preparacion en una solucion 2 veces la
concentracion de cloruro de sodio en citrato de sodio (SSC), la cual proviene de una
dilucion 1:10 SSC con reactivo 20X (20 veces la concentracion) suministrado por la casa
comercial, a T.A durante 15 minutos. Seguidamente, se lavo tres veces en PBS a T.A
durante 5 minutos, para eliminar los nucleétidos biotinilados no incorporados al ADN.
Luego se sumergieron las muestras en peroxido de hidrégeno al 0,3% durante 3-5
minutos para bloquear las peroxidasas enddgenas, se realizaron 3 lavados por inmersion
con PBS a T.A durante 5 minutos. Luego se agregd 100 upl de estreptavidina HRP
(peroxidasa de rabano marcada con estreptavidina) diluida 1:500 en PBS, luego se
incubaron las muestras a temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se
lavé 3 veces en PBS durante 5 minutos. Para visualizar la reaccion, se agrego 100 ul de la
solucion diaminobenzidina (DAB) (recientemente preparada) y se dejo actuar hasta que
aparecio un fondo marron claro, evitando que el fondo de la preparacion se tornara
demasiado oscuro (aproximadamente 10 minutos); seguidamente la preparacion se
sumergio varias veces en agua desionizada. Finalmente, para visualizar la preparacion se
colocaron las muestras en un medio de montaje (100% glicerol) y se observad la tincién en
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un Microscopio de luz Olympus IX71.
I11.c.; Andlisis Bioquimico.

La actividad enzimatica del macerado de larvas de pez cebra controles y tratadas
fue analizada desde el punto de vista bioquimico. Para ello, una vez transcurrido el
tiempo de tratamiento con los respectivos aminoglicosidos, se prepar6é un macerado de 10
larvas/100uL de agua de pecera filtrada y se determiné la actividad enzimética de la
fosfatasa alcalina y la concentracion de iones calcio y fésforo a través de metodos

enziméticos y colorimétricos, respectivamente ©2.

La medicién de la actividad de la fosfatasa alcalina total, es una determinacion
cinética de la enzima que involucra la hidrdlisis del 4-Nitrofenilfosfato, formando 4-
nitrofenol y fosfato inorganico. La proporcion a la cual forma 4-nitrofenol es
directamente proporcional a la actividad de la fosfatasa alcalina. Para ello, se hizo uso de
un equipo automatizado marca Chenweell® 2910 procedente de los Estados Unidos. Se
lleva el reactivo a temperatura 37°C incubando 1 ml de reactivo de la casa comercial
Stambio durante 3 minutos. Una vez atemperado el reactivo, se agregan 20uL del
macerado de larvas y se lee la absorbancia cada 60 segundos durante tres minutos a 405
nm. Los valores de la fosfatasa alcalina se derivan en base al coeficiente de extincion de
absortividad micromolar del 4-nitrofenol a 405 nm. La actividad de la fosfatasa alcalina
se expresa en unidades por litro (U/L), la cual es la cantidad de enzima que produce 1

nmol/L de 4-nitrofenol por minuto ©9.

En la determinacion bioquimica del calcio inorganico se usa un método

colorimétrico, el cual se basa en hacer reaccionar el calcio con arsenazo Ill, dando un
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complejo azul que se mide fotocolorimétricamente a 650 nm. Para ello, se hizo uso de un
equipo automatizado marca Chenweell® 2910, el cual una vez calibrado aspira 1 ml de
reactivo colorimétrico directo marca Winner y 10 pL del macerado de larva, se mezcla y
se deja reaccionar a temperatura ambiente durante 2 minutos, para luego ser leido a 650
nm . Para la determinacion del fésforo inorganico, se hace uso de una reaccion
colorimétrica, la cual se basa en hacer reaccionar el fésforo con un componente de
molibdato. Este se transforma en un complejo molibdeno pentavalente que es de color
azul, el cual se lee a una longitud de onda de 340 nm. Para ello, se hizo uso de un equipo
automatizado Chenweell® 2910; el cual aspira 1 ml de reactivo de la casa comercial
Chemroy con 10 pL de macerado de larvas, mezcla y deja estabilizar la reaccion durante

1 minuto a temperatura ambiente para posteriormente ser leido a 340 nm V.

I11.d. Sefiales Generales de Accidén Téxica:
I11.d.,.Actividad motora. 2

Dentro de los parametros a ser definidos como efecto tdxico sub-letal ante la
accion de los antibitticos evaluados sobre la poblacion larvaria de pez cebra, fue
seleccionado el cambio en la actividad motora como sefial de accion toxica. Para la
evaluacion de tal efecto, se monitored la actividad motora de las larvas de pez cebra
Danio rerio de 5 dpf, tanto controles como tratadas, durante los tiempos respectivos de
tratamiento. Dicho monitoreo, fue llevado a cabo haciendo uso de video-registros
realizados a traves de un programa de captura de video DP- Controller, Soft Imaging
System Olympus Cell Family (Alemania); incorporado a un microscopio Olympus 1X71,

modelo IX71S1F3 (Japon); durante 1 minuto de duracion del movimiento de las larvas.
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Los videos, fueron analizados haciendo uso del programa Tracker construido sobre una
plataforma Java Open Source Physics (OSP), el cual permitié calcular el tiempo de
desplazamiento y el area del recorrido, obteniéndose asi la variacion de velocidad del

desplazamiento, como parémetro de cambio de la actividad motora /2.

I11.d.,, Cambios Morfol6gicos.

Otra sefial de respuesta toxica sub-letal, fue el cambio en la morfo-anatomia de
las larvas control de pez cebra Danio rerio, y en aquellas expuestas a las distintas
concentraciones de los antibidticos evaluados. Dichos cambios fueron realizados a través
de observaciones directas bajo el Microscopio Estereoscépico Olympus BX50, modelo
BX50F-3 proveniente de Japon; y registrados en fotomicrografias tomadas con Camara
Fotogréafica Digital Olympus DP71, proveniente de Tokio-Japon, incorporada al
microscopio. Las fotomicrografias fueron analizadas cuali y semi-cuantitativamente con
ayuda del programa de anélisis de imagen ImageJ, programado en Java desarrollado en
el National Institutes of Health, en EEUU ?, haciendo énfasis sobre las caracteristicas
del eje vertical de la larva, asi como sobre la organizacion de estructuras sensoriales,
visiblemente expuestas con el uso de sondas fluorescentes como el DiOC1. El DiOC1, es
un marcador fluorescente usado como colorante vital para evidenciar in vivo organelos
sub-celulares. Este marcador fluorescente, fue preparado a una concentracion final de 0,2
mg/ml, a partir de una solucién madre de 2,5 mg/ml . Las larvas control y las tratadas
fueron incubadas en 1000ul de DIiOCL1 en placas de 24 pozos durante 1 minuto en la
oscuridad. Transcurrido este tiempo de coloracion, las larvas fueron lavadas en solucion
de Tyrode y colocadas en un soporte de agarosa 2% (Sigma , Ha-9915) para ser

observada bajo el Microscopio de Fluorescencia Olympus IX71 (Japon), a una longitud
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de onda de excitacion entre 490-500 nm. Se realizaron registros fotogréaficos de las
muestras, los cuales fueron analizados a través del mismo programa de analisis de
imagen.

I11.e. Analisis estadistico.

Mediante andlisis estadistico, se calculé la linealidad de los datos de las variables
dependiente (efecto: muerte) e independiente (concentracion del tdxico) para una especie
y un tiempo de exposicion a traves del método Probit. EI Probit es un método paramétrico
que permite relacionar una variable independiente (concentracion del tdxico) y una
variable dependiente (respuesta=mortalidad). Para ello fueron definidos los siguientes

parametros

a) La concentracion en pg/ml de cada uno de los antibi6ticos (gentamicina,

netilmicina y amikacina) transformada en logaritmo decimal (eje X)

b) La respuesta acumulada de los organismos (mortalidad acumulada) se transforma

a unidades probit (eje Y)

Una vez graficada la linealidad de los datos de las variables involucradas se
calcula la correlatividad de los datos o coeficiente de determinacion a traves de la
formula y=a+bx. El coeficiente de determinacion es una medida estadistica de la bondad
del ajuste o fiabilidad del modelo estimado a los datos. Se representa por R? e indica cual
es la proporcion de la variacion total en la variable dependiente (Y), es decir, mide la

capacidad explicativa del modelo estimado.

Una vez calculada el coeficiente de correlatividad se halla la la Concentracion
letal 50 a través del anélisis de Sperman-Ké&rber para el célculo de las diferencias

significativas con un 95% de confianza.

33



IV. RESULTADOS
IV.a. Dosificacion de los aminoglicésidos (AGS).
IV.a.;. Concentracion Letal Media (CLs).

La magnitud de los efecto de los AGs sobre la poblacion larvaria de pez cebra
Danio rerio, qued6 expresada a través de una relacion concentracion - respuesta,
construida con el porcentaje de mortalidad en funcién de las diferentes concentraciones
de los distintos productos ensayados; gentamicina, netilmicina y amikacina, Yy
representada por una curva (Fig. 8a, 8b, 8c). Cabe destacar que el porcentaje de muerte
de las larvas increment6 de manera dependiente de las concentraciones y del tiempo de
exposicion. Observandose para gentamicina y la amikacina (figs. 8a y 8c
respectivamente), el 100% de mortalidad a las 72 horas a 60 pg/ml. En el caso de
netilmicina (fig. 8b) el 100% de muerte se presentd en todas las concentraciones cuando

el periodo de exposicion fue a las 72 horas.

100 - . .
90 - Gentamicina
80 -
70 -

=== Gentamicina 24 horas

% Mortalidad

== Gentamicina 48 horas

Gentamicina 72 horas

[ ]- Gentamicina pg/ml

Fig. 8a. Curva concentracion-respuesta para la gentamicina a las 24, 48 y 72 horas de exposicion.
Los resultados son expresados como % de mortalidad vs la concentracion de la gentamicina. Cada
punto corresponde al valor promedio de 3 experimentos realizados por triplicado con un N=30
larvas por punto + con 0,5% de error estandar, estimado por el programa Excel 2013.
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Netilmicina.

=== Netilmicina 24 horas

% Mortalidad

== Netilmicina 48 horas

Netilmicina 72 horas

[ 1- Netilmicina pg/ml

Fig. 8b. Curva concentracién-respuesta para la netilmicina a las 24, 48 y 72 horas de exposicion.
Los resultados son expresados como % de mortalidad vs la concentracion de la netilmicina. Cada
punto corresponde al valor promedio de 3 experimentos realizados por triplicado con un N=30
larvas por punto + con 0,5% de error estandar, estimado por el programa Excel 2013.

120 . .
Amikacina

100 -

=]
=]
1

== Armiikacina 24 horas

% Mortalidad
o
=

=== Amikacina 48 horas
4[' .
Amikacina 72 horas
20 -
0o I8 i
li]

[1- Amikacina pg/ml

Fig. 8c. Curva concentracidn-respuesta para la amikacina a las 24, 48 y 72 horas de exposicion.
Los resultados son expresados como % de mortalidad vs la concentracién de la amikacina. Cada
punto corresponde al valor promedio de 3 experimentos realizados por triplicado con un N=30
larvas por punto + con 0,5% de error estandar, estimado por el Programa Excel 2013.
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Al relacionar el logaritmo de las concentraciones con los porcentajes de respuesta
de mortalidad, expresadas en términos de probabilidades del evento o unidades Probit,
que es una medida estadistica que relaciona la variable dependiente (efecto=muerte) con
la variable independiente (concentracion ), lo cual se corresponde con la proporcion de
mortalidad expresada en unidades de desviacion estdndar de la media de una curva
normal, se obtuvo una linea recta con un coeficiente de correlacion que expresd una
buena medida de asociacion lineal entre las dos variables (concentraciones vs
mortalidad), con un valor R?> muy cercano a 1, que es la variacion total de la variable
independiente (Fig. 8a’,8b’,8¢c’). De las graficas obtenidas se destaca una vinculacion
directa significativa entre ambas variables, a las 48 horas de exposicion para los tres

antibiodticos

Gentamicina.
10 - R?=0.9279

R?2=0.9288 # Gentamicina 24 horas

M Gentamicina 48 horas

Probit Empirico
[=y]
1

Gentamicina 72 horas

2 " R2=0.8085

Fig. 8a’. Relacidn entre el logaritmo decimal de la concentracion en pg/ml de Gentamicina y el
porcentaje de mortalidad en transformacién Probit. Se destacan los coeficientes de correlacion R.
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Probit Empirico
[=3]

r=#n/A - Netilmicina.

e

F
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|

R2=0.8746 # Netilmicina 24 horas
M Netilmicina 48 horas

R2=0.9318 A Netilmicina 72 horas

1.5 2
Log 10. []

Fig. 8b’. Relacién entre el logaritmo decimal de la concentracion en pg/ml de Netilmicina y el
porcentaje de mortalidad en transformacién Probit. Se destacan los coeficientes de correlacién R?.

12 -

10 -

Probit Empirico

2-0ess Amikacina.
A
R2 = 0.9883 ® Amikacina 24 horas

M Amikacina48 horas

A Amikacina72 horas

R?2=0.75

—¢

1.4 1.6 1.8 2
Logl10.[]

Fig.8¢c’. Relacion entre el logaritmo decimal de la concentracion en pg/ml de Amikacina y el
porcentaje de mortalidad en transformacion Probit. Se destacan los coeficientes de correlacién R?.
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Una vez conocida la correlacion positiva entre el porcentaje de mortalidad y la
concentracion de cada uno de los aminoglicésidos ensayados, se procedié a calcular la
concentracion letal media (CLsg) a las 48 horas de exposicion, resultando para
gentamicina 41,03 pg/ml; para netilmicina 41,49 pg/ml y para amikacina 45,00 pg/ml.
Al incorporarle a la desviacion estandar (Sm) el valor de 95% de confianza,
particularmente un factor de 1.645, se obtuvo la CLsy + Sm para cada antibidtico. Dicha
expresion permitid determinar el rango de concentraciones toxicas caracterizadas por
intervalo supra-letal correspondiente a  CLsp + Sm y un intervalo sub-letal

correspondiente CLso — Sm.

IV.a.,.Concentracion Toxica Media (CTsp).

A partir de la expresion CLsp = Sm se pudo estimar los rangos de concentraciones
toxicas para cada antibidtico. Asi, para gentamicina quedo6 definido entre 33.23 — 48.83
pg/ml, para netilmicina entre 33.03 — 50.16 pg/ml y amikacina entre 31.95 — 58.05
pg/ml. De dichos intervalos se destaca que la concentracion tdxica media para cada
antibidtico fue aproximadamente similar; particularmente 33.23 y 33.03 pg/ml para

gentamicina y netilmicina respectivamente, y 31,95 pg/ml para amikacina

1VV.b. Efectos Toxicos.
1V.b.;Sefales de accién toxica de los AGs.

El anélisis morfologico, demostré alteraciones morfoldgicas predominantes a las
48 horas de tratamiento, mientras que a las 24 horas de exposicion las larvas

mantenian caracteristicas morfoldgicas similares a las larvas control y a las 72
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horas predomino la muerte e incluso necrosis. Tanto gentamicina (Fig 9),
netilmicina (Fig. 10) y amikacina (Fig. 11), promovieron la aparicion de
curvatura troncal, acompafiado por una disminucion en el desplazamiento, a las
48 horas. A las 24 horas las larvas permanecian con comportamiento y apariencia

similar al control y a las 72 horas hubo 100% de muerte.

GENTAMICINA

Fig.9 Morfologia de larvas control y expuestas de gentamicina a las 24, 48, y 72 horas (b, c, d
respectivamente). 24 horas larvas intactas, 48 horas de tratamiento efectos toxicos predominantes como
curvatura troncal 20% de la poblacién 72 horas muerte.
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NETILMICINA

Fig. 10 Morfologia de larvas control y expuestas a netilmicina a las 24, 48, y 72 horas (b, c, d
respectivamente). 24 horas larvas intactas, 48 horas de tratamiento efectos toxicos predominantes como
curvatura troncal en 50% de la poblacion 72 horas muerte

AMIKACINA

Fig. 11 Morfologia de larvas control y expuestas a la amikacina a las 24, 48, y 72 horas (b, ¢, d
respectivamente). 24 horas larvas intactas, 48 horas de tratamiento efectos toxicos predominantes como
curvatura troncal en el 15% de la poblacion 72 horas muerte
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Acompafiando el efecto morfoldgico predominante, como fue la torsion troncal, se
pudo determinar diferencias en los nucleos de osificacion craneal, luego del andlisis de
las poblaciones larvarias de 48 horas de tratamiento con los distintos antibidticos,
incubadas con el Rojo de Alizarina (RA). Diferencias en la intensidad fluorescente del
RA, permitieron identificar dichas diferencias. Asi, se pudo observar tanto para
gentamicina (Fig. 12), netilmicina (Fig. 13) y amikacina (Fig. 14) una reduccién
significativa del marcaje sobre los nucleos de osificacion craneal respecto a los controles.
Dichas diferencias control (Figs. 12a”; 13a”; 14a”) y tratadas (Figs. 12b”; 13b”; 14b”)
fueron expresadas de manera semi-cuantitativamente a traveés de histogramas de

densidad.

GENTAMICINACTs,

ESCALA DE GRIS
ESCALA DE GRIS

DISTANCIA (PIXELS) DISTANCIA EN PIXELS

Fig. 12. Fotomicrografia de la anatomia craneo-facial larva de 5dpf, control y
tratada con gentamicina. Nucleos de osificacion e histograma control ( a’, a”) y tratadas
con CTsp de gentamicina ( b’,b”) durante 48 horas de exposicion.
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NETILMICINA CTgg

ESCALADEGRIS
ESCALADEGRIS

DISTANCIA (PIXELS) ¥ DISTANGIA{PIXELS)

Fig. 13. Fotomicrografia de la anatomia craneo-facial larva de 5dpf, control y
tratada con netilmicina. Nucleos de osificacion e histograma control ( a’, a”) y tratadas
con CTsp de netilmicina ( b’,b”) durante 48 horas de exposicion.

Amikacina CT50
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Fig. 14. Fotomicrografia de la anatomia craneo-facial larva de 5dpf, control y
tratada con amikacina. Nucleos de osificacion e histograma control ( a’, a”) y tratadas con
CTso de amikacina ( b’,b”) durante 48 horas de exposicion.
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IV.b.,Anélisis histoquimicos:

Desde el punto de vista histoldgico, cortes transversales de la porcién craneo-
facial, permitieron describir cambios estructurales vinculados con desarreglo en la
arquitectura tisular de esta region. Asi cabe destacar en larvas tratadas con amikacina
durante 48 horas, a diferencia del control (Fig. 15a), las muestras tratadas (Fig. 15b),
presentaron una arquitectura tisular caracterizada por un tejido vacuolado, la tincién con
azul de Toluidina asi lo demuestra. Particularmente a nivel del cartilago hialino, los
nucleos de osificacion, presentaron, respecto a los controles (Fi 15c), desarreglo de la
arquitectura de los condroblastos (Figl5d), caracterizado por células redondeadas, con
nucleos fragmentados y vaciamiento de la matriz extracelular de mineralizacion. Dicho
vaciamiento se tradujo en una pérdida de la arquitectura del tejido cartilaginoso, puesta
en evidencia a través de una tincion no uniforme y diferencial del Azul de Alcian
(fig.15e). Dichos cambios fueron también observados tanto para gentamicina como para

netilmicina.

Un proceso de muerte celular por apoptosis fue puesto en evidencia con la
reaccion de TUNEL. (Fig.16). Asi, se pudo observar las diferencias significativas en
cuanto al arreglo tisular, en cortes longitudinales controles (Fig.16a) y tratados con
amikacina por 48 horas (Fig 16b). A mayor aumento, se pudo observar nucleos
redondeados densos en el control (Fig 16a”) y nucleos fragmentados en los tratados con

amikacina (16b”).
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Fig.15. Cortes transversales de larvas control (a) y tratadas con Amikacina por 48 horas (b). se
muestran los condroblastos de la porcién craneo-facial de larvas controles (c) y tratadas tenidas
con azul de toluidina y alcian (d,e) respectivamente.
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Figura 16: Corte histoldgico de larvas control (a) y tratadas con amikacina CTsg (b). deteccion de apoptosis
mediante la reaccion de TUNEL. Las flechas sefialan fragmentacion nuclear.
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IV.b.;Actividad Enzimatica

Las alteraciones observadas a nivel anatomico, con el anélisis morfolégico,

histoquimico e inmunohistoquimico, estuvieron acompafiadas por cambios a nivel de la

bioquimica general de las larvas tratadas en comparacion con la poblacion larvaria

control. En un homogenizado de poblacion larvaria tratada con amikacina, a distintas

concentraciones, se pudo observar valores distintos de la fosfatasa alcalina total en

comparacion al valor control de la misma (Fig. 17a), asi como también un incremento en

la concentracion de iones fosfatos e iones calcio (Fig. 17b).

A)

100 -

B) 6 - |

mg/dl
Hi .

Fig. 17a. Actividad de la fosfatasa alcalina (U/L) en el macerado de larvas de pez cebra

Danio rerio. 17b. Concentracion de fosforo inorgénico

y calcio ionico (mg/dl) en

macerado de larvas de pez cebra Danio rerio controles y tratadas con amikacina por 48

horas. *Estadisticamente significativo (ANOVA).
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IV.b.,Alteracion en el patrén de la conducta de nado

La alteracion en el patrén de la conducta de nado de larvas de pez cebra Danio
rerio expuestas a la CTs de los AGs, fue considerado como sefial de respuesta toxica
sub-letal. La misma, fue puesta en evidencia a través del andlisis de video-registros de la
actividad de larvas controles en comparacion con larvas tratadas. Asi el trazado
correspondiente a la trayectoria del desplazamiento de larvas control y tratadas se
evidencia a través del marcaje con circulos rojos (Fig. 18 a, b). Una vez realizado el
andlisis de video se evidencia en el desplazamiento de larvas control una media de
recorrido del &rea de 1,98mm? (Fig. 18 a’) mientras que para las tratadas fue de 1,12mm?
(Fig. 18b”), dando como resultado una velocidad media de desplazamiento calculada para
control de 3,9 mm?/seg. y tratadas de 2,2 mm?/seg. Dicha diferencia se tradujo en un 57%
menos de velocidad de desplazamiento en las larvas tratadas con Amikacina en
comparacion con los controles, resultados similares se obtuvieron para netilmicina y

gentamicina.

Ademéas de los cambios antes descritos, se registraron alteraciones en los
neuromastomas de la poblacion tratada con aminoglicosidos (Fig.19). Asi, se pudo
registrar, con el uso de sondas fluorescentes DiOC; un marcaje diferencial en dichas
estructuras, caracterizado por una intensa fluorescencia verde en los controles y
reduccion de la misma en los animales tratados. Dicha diferencia indica una pérdida de
organizacion de las células que conforman los neuromastomas, puesta en evidencia a

través de desarreglo en la estructuras de rosetas que la conforman.
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Fig. 18. Registro del andlisis de video en donde se destaca la diferencia entre el area de
desplazamiento de la larva control y tratada con CT50 de Amikacina por 48 horas. Particularmente
la relacidn espacio/tiempo equivalente a la velocidad, resulté en una reduccion de un 57%.
Programa Tracker
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Fig. 19. Neuromastomas de la porcidon caudal de larva de pez cebra control y tratada con
amikacina 48 horas. Tincién DiOCL. Inversién de las imagenes con el programa imageJ, para
observar la morfologia de los neuromastomas con aumentos crecientes en larvas controles (a, a’,

a”) y larvas tratadas con amikacina por 48 (b, b’,b”)
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion permitieron demostrar la
accion osteotoxica inducida por AGs, en el modelo experimental larvario de pez cebra
Danio rerio. Una accion caracterizada como un proceso dependiente de la concentracion
y el tiempo de exposicion a los AGs, evidenciandose a traves de la alteracion de los
nacleos de osificacion, con desarreglo de la arquitectura de las células que lo conforman,
conducente a una disrupcion craneo-facial de la larva, con pérdida de cartilago y muerte

celular por apoptosis
V.a. Toxicidad de los AGs.

La relacion concentracion-respuesta, analizada a través del estudio de la
correlacion entre la mortalidad de los individuos expuestos y las diferentes
concentraciones ensayadas, permitié predecir una toxicidad diferencial asociada a cada
uno de los aminoglicosidos estudiados, como un efecto dependiente de la concentracion y
el tiempo de exposicion. En cuanto a la dependencia con la concentracion, el analisis de
dicha relacion, permitié definir una toxicidad letal, es decir, a mayor concentracion
mayor efecto, destacandose la muerte larvaria como efecto letal agudo. En cuanto a la
toxicidad diferencial dependiente del tiempo de exposicion a estos aminoglicésidos que
tienen como factor comun el grupo 4,6 2-deoxiestreptamina, con una relacion 2:1
azucar/ciclitol, cabe destacar que el efecto sub-letal predominante, encontré su Optima
expresion probabilistica a las 48 horas, en concordancia con el factor R? de la relacién
lineal, a diferencia de las 24 y 72 horas en donde el efecto predominante quedd

subestimado a las 24 horas y a las 72 horas de exposicion.
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Esta interpretacion de los resultados concuerda con la realizada por otros autores,
quienes han reportado por ejemplo, que el uso in vitro de Gentamicina en altas
concentraciones, disminuye la actividad de los osteoblastos. También la aplicacion de
tobramicina en la linea celular de osteosarcoma humano en altas concentraciones induce
una disminucion significativa en la poblacioén de osteoblastos, como efecto dependiente

de la concentracion “44),

V.b. Osteo-toxicidad.

La osteotoxicidad reportada en la presente investigacion podria ser entendida
como una disfuncién en la arquitectura de los nicleos de osificacion. Particularmente
sobre centros de osificacion de la porcion craneo-facial del sistema 6seo de larvas de pez
cebra, donde se evidencia la pérdida del patron de mineralizacion, acompafada por una
condensacion nuclear de los osteoblastos, pérdida de matriz extracelular, reduccién del
cartilago y muerte celular por apoptosis. Al respecto cabe destacar, que la pérdida de
mineralizacion 6sea, ha sido también reportada en el modelo larvario de pez cebra Danio
rerio, como una respuesta tipica de accion osteotdxica inducida por otro tipo de

medicamento como los glucocorticoides (3747,

También, esta pérdida de
mineralizacion, ha sido reportada en investigaciones dirigidas a evaluar teratogenesis de
cartilago y formacion de hueso en embriones de pez cebra Danio rerio, expuestos durante
largo periodo de tiempo a plaguicidas ®. Esta teratogénesis inducida por plaguicidas

como Disulfiran e Hidrazida ha sido caracterizada por malformaciones de estructuras

cartilaginosas del neurocranium, del Cartilago de Meckel y fracturas a nivel de
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notocorda. La deformacién cefalica reportada en la presente investigacién coincide con

dichos resultados.

Hasta el presente, poco se conoce sobre los mecanismos vinculados con dicho
proceso de osteotoxicidad y mucho menos del proceso de desmineralizacion inducida por
AGs. Sin embargo, la apoptosis, bien sea generada a través de una elevada produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), o generada a través de un
desequilibrio en la homedstasis del calcio (Ca*?), ha sido sugerida por otros autores,
como una posible caracteristica de la accion toxica de estos compuestos ”. Pudiendo
deberse el aumento tanto de los iones calcio y fésforo asi como de la enzima fosfatasa
alcalina reportada en nuestros resultados, a la liberacion de estos iones y enzima de la
matriz extracelular en el momento de la ruptura de los tejidos y érganos en el macerado
larvario; asi como también podria deberse a algiin mecanismo compensatorio por el dafio
6seo inducido que podria haberse activado debido a la exposicion de los aminoglicosidos
y por tanto la disminucion de la mineralizacion Gsea observada a través del rojo de

alizarina.

En tal sentido, ha sido reportado que la accién tdxica de otros antibidticos
distintos a los estudiados, pero también de amplio uso farmacéutico tales como las
tetraciclinas, se expresa a través de un proceso de apoptosis estudiado en modelo
experimental de pez cebra Danio rerio. Asi, la toxicidad de la tetraciclina en el modelo

embrionario de pez cebra Danio rerio, expuesto a distintas concentraciones, induce una

52



serie de disrupciones del fenotipo de los embriones que incluye, retardo en el proceso de
eclosion, acortamiento de la longitud del cuerpo, incremento del saco vitelino y una
vesicula natatoria poco definida. Todos estos efectos tdxicos sub-letales, han sido
vinculados con dafio oxidativo, a través de un incremento significativo de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y un proceso de muerte celular por apoptosis. La naranja de
acridina y la polimerasa en tiempo real asi lo demostré ®. Otros antibiéticos, tales como
la norfloxacina, también demostré ser un factor de impacto en la produccién de ROS, asi
como tener un papel inductor en el desequilibrio en la homeostasis del calcio, sugiriendo
a ambos eventos como posibles responsables de la accion toxica de estos compuestos,

estudiados en células auditivas del modelo adulto y larvario de pez cebra Danio rerio

(77,78)

Si dichas caracteristicas del mecanismo de accion toxica de los AGs alcanzan el
sistema 6seo y particularmente se vinculan con la accién osteotoxica demostrada por los
AGs empleados en la presente investigacion: gentamicina, netilmicina y amikacina, no ha
sido posible establecerlo de manera contundente, sin embargo, la demostracion de la
apoptosis asi como los altos niveles calcio y otros iones como el fésforo y modificacion
de la fosfatasa alcalina reportados en estos resultados sugieren que dichos compuestos
tengan incluidos en su mecanismos de accion procesos conectados con la produccion de
ROS, asi como alteraciones en la homeostasis del calcio total y otros iones como

caracteristica de osteotoxicidad de los mismos.
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Por otra parte este trabajo permitié también detectar otras alteraciones como
disminucion de la velocidad de nado y cambios en la arquitectura de los neuromastomas,
lo cual podria permitir establecer una posible relacion entre disminucion de la velocidad
de nado, curvatura troncal y alteracion de la estructura de los neuromastomas. Como es
sabido, las estructuras anatomicas sensoriales como son los neuromastomas, han sido
definidas como la base de la regulacion y control de la actividad motora y el
comportamiento del individuo. Especialmente en el modelo larvario de pez cebra Danio
rerio, ha sido identificado como un circuito locomotor espinal ®®. Caracterizado por
una parte, a través de la relacion anatomica de los neuromastomas con las vias
regulatorias nerviosas centrales y por otra parte con estructuras especificas de proteinas
del citoesqueleto, requeridas para el adecuado movimiento larvario ®V. Este circuito
media la actividad motora, la velocidad natatoria y la respuesta a otros estimulos
ambientales ®?. Una intervencion de estas relaciones anatémicas podria comprometer la
funcionalidad de las mismas. Por tanto, la modificacion estructural de los
neuromastomas, reportado en la presente investigacion, que pudiera estar vinculada con
las conocidas propiedades hidrofilicas de los aminoglicésidos, estaria promoviendo la
adhesion y desarreglo del conjunto de células ciliadas que constituyen esta estructura
sensorial. Dicho desarreglo traeria como consecuencia, por una parte el bloqueo
mecanico de los movimientos que estimulan la liberacién en los terminales nerviosos ©),
disminuyendo asi la capacidad de respuesta a los estimulos ambientales y por otra parte
alterando la homeostasis de proteinas estructurales del citoesqueleto tales como la actina
y tobulina, con lo cual se veria afectado la capacidad de desplazamiento y la postura
corporal. Esto podria ayudar a entender la reduccion de la velocidad de desplazamiento y
la curvatura troncal respectivamente. Interpretaciones similares han sido reportadas por
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otros autores ¢48586)

quienes haciendo uso de sustancias altamente hidrofilicas como la
acrilamida y otros compuestos quimicos, han reportado reduccion en la velocidad de
desplazamiento, como una alteracion de la actividad motora en el modelo larvario de pez
cebra, tanto en adultos como larvas. Dichas alteraciones han sido asociadas con un dafio
directo sobre la estructura anatomica del tejido cerebral y proteinas especificas como la

tobulina y actina ©48°8°)

De lo anteriormente expuesto resulta evidente que los efectos tdxicos sub-letales
reportados en la presente investigacion, particularmente la pérdida del patron de nado y la
curvatura troncal de la poblacién larvaria tratada con AG, se traduciria en la alteracion
del patrén topogréfico de la estructura de las células que constituyen sistemas sensoriales
como los neuromastomas, promovido probablemente, por la hidrofilicidad de estas

sustancias medicamentosas, como se puso en evidencia en los resultados.

En todo lo anteriormente expuesto, radica la importancia del estudio de sustancias
quimicas con importancia terapéutica clinica y relevancia toxicoldgica, ya que como se
observo en el caso de los antibioticos aminoglicésidos, ha lanzado una alerta con respecto
a la ésteo-toxicidad, importante efecto que obliga al estudio mas exhaustivo de sus

efectos secundarios a nivel del sistema 6seo.
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VI. CONCLUSIONES

La gentamicina, netilmicina y amikacina, inducen toxicidad diferencial
dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion en modelo larvario de

pez cebra Danio rerio

Los AGs, gentamicina, netilmicina y amikacina, inducen pérdida del patron de

mineralizacion craneoencefalica, en el modelo larvario de pez cebra Danio rerio.

Los AGs, gentamicina, netilmicina y amikacina alteran la arquitectura de los
Nucleos de osificacion, caracterizado por condensacién nuclear de los
osteoblastos, pérdida de matriz extracelular, reduccion del cartilago y muerte

celular por apoptosis, en larvas de pez cebra Danio rerio.

Los AGs, gentamicina, netilmicina y amikacina inducen la elevacion de iones
importantes en la regulacion de la excitabilidad de fibras musculares como el

calcio y fosforo en modelo larvario de pez cebra Danio rerio.

Los AGs, gentamicina, netilmicina y amikacina inducen alteracion de enzimas

relacionadas con la actividad osteoblastica como la fosfatasa alcalina.

Los AGs, gentamicina, netilmicina y amikacina inducen sefiales de dafio en los
sistemas sensoriales, evidenciado a traves de alteracion de la actividad motora,
modificacion del eje postural y alteracion estructural anatomica de los

neuromastomas.
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VIil. RECOMENDACIONES.

1. Ampliar el estudio con estos antibidticos en el modelo larvario de pez cebra tanto
embriones, larvas y adultos.

2. Evaluar la expresion de compuestos como osteocalcina, un marcador especifico
de mineralizacién de tejidos

3. Evaluar alteracion en la expresion de la proteina BMP, Sox 9 y BACL lo cual
pudiera ampliar el entendimiento y precisar el mecanismo molecular y genético

que explique este fendmeno de osteotoxicidad inducida por estos compuestos.

o7



10.

11.

VIill. BIBLIOGRAFIA.

Apschner A. Putting crystals in place- the regulation of biomineralization in
zebrafish. UMC Repository. 2014

Negri AL. Regulation of bone by inorganic and peptide factors. Rev. Argent
Endocrinol Metab. 2011; 48: 216-224.

Portal  Wordpress  [http://pezcebradesarrollo.wordpress.com/],  Uruguay:
Desarrollo del Pez Cebra Sitio para maestros sobre el desarrollo del Pez Cebra y
su ensefianza en la escuela. [Actualizada en Marzo 2014; Acceso 20 Septiembre
2013].

Schilling TF, Kimmel CB. Segment and cell type lineage restrictions during
pharyngeal arch development in the zebrafish embryo. Develop 1994; 120: 483-
494,

Alvarez M. Blancos de accion toxica de antibioticos en el modelo experimental
larvario de pez cebra Danio rerio. XVII Jornadas de Ciencias Morfologicas del
Instituto Anatomico “José Izquierdo”. Caracas 23 de Octubre 2006. Universidad

Central de Venezuela.
Barranco E. Aminoglucésidos. Acta Médica 1998; 8(1): 48-53.
Palomino J, Pachon J. Aminoglucésidos. Enferm Infecc Clin 2003; 21(2): 105-15.

Witson E, Persen L, Benum P, Aamondt A, Husby OS, Berghk. High Local
concentrations without systemic adverse effects after impaction of netilmicin-
impregnated bone. Acta Orthop Scand 2004; 75 (3):339-346

Mari-Beffa M., Murciano C. dermoskeleton Morphogenesis in Zebrafish find.
Dev Dyn 2010; 239: 2779-2794. D0i.10.1002ldvdy.22444

Goldsmith JR y Jobin C. Think Small: Zebrafish as a Model System of Human
Pathology. J Biomed Biotechnol 2012; 1: 1-12.

Antonetti C. Centros de Osificacion de la Mano. Revista de la Sociedad
Venezolana de Ciencias Morfoldgicas. 2012; 18: 21-25

58



12. Alvarez M., Perdomo L. Carbonated Water and Necro-apoptotic Cell Death in

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Chicken Embrio Low Limb. Int.J.Mophol.2009; (2):317-325.

Gartner LP, Hiatt JL. Texto Atlas de Histologia. 3ed. USA: Editorial Mc Graw;
2007.

Nakashima K, Zhou X, Kunkel G, Zhang Z, The novel zinc finger-containing
transcription factor osterix is required for osteoblast differentiation and bone
formation. Cell. 2002. 108 (1):17-29.

Becerra J, Andrade J, Santamaria J, Cifuentes M, Guerado E. Regeneracion osea,
terapia celular e ingeneria tisular. Med Clin (Barc) 2001; 116:23-34

[Consultado Diciembre 2013] Disponible en:
orbi.ulg.ac.be/bitstream/2268/.../1/thesis2013.docx

Le Pabic P., Ng C., Schilling TF. Fact-Dachsous Signaling Coordinates Cartilage
Differentiation and Polarity Craniofacial Development. Plos Genetics.2014; 10
(10):1-14

Duque JF. Crestas Neurales, Placodas y Arcos Braquiales: Una Revision
Evolutiva y Embrioldgica de Datos Basicos y Recientes. Rev. Acad. Colomb.
Cienc. 2003; 27 (103): 291-307

Alifio Santiago M, Lopez Esquirol J, Navarro Fernandez R, Duperval Maleta P.
Aminoglucoésidos: mirada actual desde su historia. Rev Cub Pediatr 2007; 79(2):
1-10.

Reid IR. Glucocorticoid osteoporosis--mechanisms and management. Eur J
Endocrinol. 1997; 137 (3): 209-17.

Gnant M. Management of bone loss induced by aromatase inhibitors. Cancer
Invest. 2006; 24 (3): 328-30.

Instituto de Higiene. Universidad de la Republica. Facultad de Medicina. Catedra
de Bacteriologia y virologia. 2006 [FEFMUR]. Uruguay.

Mella S, Sepulveda M, Gonzéalez G, Bello H, Dominguez M, Zemelman R, et al.
Aminoglucésidos-aminociclitoles: Caracteristicas estructurales y nuevos aspectos
59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gnant%2C+M.+Cancer+Invest.+%282006%29.+24%2C+328-30.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gnant%2C+M.+Cancer+Invest.+%282006%29.+24%2C+328-30.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

sobre su resistencia. Rev Chil Infect 2004; 21(4): 330-338.

Vakulenko SB, Mobashery S. versality of aminoglucosidos and prospects for their
future. Clin Microbiol Rev. 2003;16:430-450

Davis BD. Mechansm of bactericidal action of aminoglicosides. Clin Microbiol
Rev. 1987;51:341-350

Barza M, Scheife RT. Drug therapy review: Antimicrobial spectrum,
pharmacology and therapeutic use of antibiotics part 4 aminoglycosides. Am J
Hosp Pharm. 1977; 34: 723-737.

Price KE, De Furia MD, Pursiano TA. Amikacin and aminoglycoside with marked
Activity against Antibiotics resistance clinical isolates. J of Infect dis. 1976; 134:
S249-S261

Collins PW, Twine JM. The ototoxic effects of different doses of gentamicin on
the cochlea of pigmented guinea pigs. Br J Audiol. 1985; 19(4): 257-64.

Murillo-Cuesta S, Contreras J, Cediel R, Varela-Nieto I. Comparisson of different
aminoglycoside antibiotic treatments to refine ototoxicity studies in adult mice.
Lab Anim. 2010; 44 (2): 124-131.

Stepanyan, RS, Indzhykulian A, Vélez-Ortega AC, Boger ET, Steyger PS,
Friedman TB et al. TRPA1-mediated accumulation of aminoglycosides in mouse
cochlear outer hair cells. JARO 2011 Dec; 12 (6): 729-740.

Faucher K, Aas-Hansen O, Damsgard B, Laukli E, Stenklev N. Damage and
functional recovery of the Atlantic cod (Gadus morhua) inner ear hair cell

following local injection of gentamicin. Int J Audiol. 2009; 8 (3): 1-9.

Smith CR, Maxwell RR, Edwards CQ, Rogers JF, Lietman PS. Nephrotoxicity
induced by gentamicin and amikacin [Abstract]. Johns Hopkins Med J. 1978;
142(3): 85-90.

Sairio E, Kasanen A, Kangas L, Nieminen AL, Nieminen L. The nephrotoxicity
and renal accumulation of amikacin, tobramycin and gentamycin in rats, rabbits
and guinea pigs [Abstract]. Exp Pathol. 1978; 15(6): 370-375.

Mediavilla A. Antibidtico aminoglucosidos y glucopéptidos. En: Florez J.
60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smith%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=342789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maxwell%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=342789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Edwards%20CQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=342789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rogers%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=342789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lietman%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=342789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/342789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sairio%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=744211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kasanen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=744211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kangas%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=744211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nieminen%20AL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=744211
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nieminen%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=744211

35.

36.

Farmacologia humana. Espafia: Elsevier. 2009. 1107-1121.

Burkle W. Comparative evaluation of the Aminoglycoside Antibiotics for
Systemic use. Drug Intell Clin Pharm. 1981; 15: 847-62.

Tang RK, Tse RK. Acute renal failure after topical fortified gentamicin and

vancomycin eyedrops. J Ocul Pharmacol Ther. 2011 Aug; 27(4): 411-3.

37.Johnsson LG, Hawkins JE, Kingsley TC, Black FO, Matz GJ. Acta Otolaryngol

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

Suppl. 1981; 383: 1-19.

McNeil JS, Jackson B, Nelson L, Butkus DE: The role of prostaglandins in
gentamicin-induced nephrotoxicity in the dog. Nephron Exp Nephro 1983; 33:
202-207.

Rodriguez-Barbero A, Rodriguez-Lopez AM, Gonzélez-Sarmiento R, Lopez-
Novoa JM. Gentamicin activates rat mesangial cells. A role for platelet-activating
factor. Kidney Int. 1995; 47: 1346-1353.

Rodriguez-Barbero A, Lopez-Novoa JM, Arévalo M. Involvement of platelet-
activating factor in gentamicin nephrotoxicity in rats. Exp Nephrol. 1997; 5: 47-
54.

Fukada Y, Malmborg AS, Aperia A. Gentamicin inhibition of Na-K-ATPase in rat
kidney cells. Acta Physiol Scand 1991; 141: 27-34.

Morales A, Arévalo M, Pérez-Barriocanal F. Mecanismos implicados en la
nefrotoxicidad producida por aminoglucésidos. Nefrologia 2000; 20(5): 408-414.

Halliwell B, Gutteridge JMC: Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition metals
and disease. Biochem J. 1984; 219: 1-14.

Den Hertog J. Chemical Genetics: Drug Screens in Zebrafish. Bioscience Reports
2005; 25: 289-297.

Miclau T, Edin ML, Lester GE, Lindsey RW, Dahners LE. Bone toxicity of locally
applied aminoglucosidos. J Orthop Trauma 1995; 9(5):401-6

Isefuku S, Joyner CJ, Simpson AH, Gentamicin may have and adverse effects on
osteogenesis. J Orthop Trauma. 2003. 17 (3):212-6

61



47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Ince A., Schiitze N., Karl N., Lohr JF., Eulert J. Gentamicin negatively influenced
osteogenic function in vitro. Int Orthop. 2007. 31 (2):223-8

Owens KN, Coffin AB, Hong LS, Bennett KO, Rubel EW, Raible DW. Response
of mechanosensory hair cells of the zebrafish lateral line to aminoglucosidos
reveals distinct cell death pathways. J Speech Lang Hear Res. 2009. 253 (1-2):32-
41.

Brozman E, Wrzesniok D, Surazynski A, Patka J, Moleda K. Effect of melanin on
netilmicin-induced inhibition of collagen biosynthesis in human skin fibroblast.
Bioorg Med Chem.2006; 14 (24):8155-61

Pasqualetti S, Banfi G, Mariotti M. The zebrafish scale as model to study the bone
mineralization process. J Mol Hitol. 2012; 43 (5):589-95.

Mari-Beffa M, Santamaria J, Murciano C, Santos-Ruiz L, Andrades J, Guerado E,
Becerra J. Zebrafish fins asa model system for skeletal human studies. J Scient
World. 2007; (7): 1114-1127

Eames BF, Amores A, Yan YL, Postleethwait JH. Evolution of the osteoblast:
skeletogenesis in gar and zebrafish. BMC Evol Biol 2012; 12(27).

Kimmel CB, Ballard WW, Kimmel SR, Ullmann B, Schilling TF. Stages of
embryonic development of the zebrafish. Dev Dyn 1995; 203 (3): 253-310

Marcellini S, Bruna C, Henriquez J, Albistur M, Reyes A, Barriga E et al.
Evolution of the interaction between RUunx2 and VDR, two transcription factors
involved in osteoblastogenesis. BMC Evol Biol. 2010, 10:78

Emran F, Brooks JM, Zimmerman SR, SL Johnson, Lue RA. Zebrafish
embryology and cartilage staining protocols for high school students. El pez
cebra. 2009; 6 (2):139-43. Doi: 10.1089/zeb.2008.0567

56. Antonetti C. Osificacion de las alas esfenoides en fetos humanos venezolanos.

S7.

Revista de la Sociedad Venezolana de Ciencias Morfoldgicas. 2010; (16):21-25

Rojas-Mufioz A, Miana A, Izpista J. El pez cebra, versatilidad al servicio de la
biomedicina. Investig Cienc 2007; 62-9.

62



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Kerstin H, Matthew D. C, Torroja C, Torrance J, Berthelot C, Muffato M et al.
The zebrafish reference genome sequence and its relationship to the human
genome. Nature 2013; (496) 498-503. doi:10.1038/nature12111

Bhusnure OG, Mane JM, Gholve SB, Thonte SS, Giram PS, et al. Drug Target
Screening and its Validation by Zebrafish as a Novel Tool. Pharm Anal Acta
2015; 6:426. doi:10.4172/2153-2435.1000426

Maldonado E. Experimentacién en el pez-cebra, un modelo de biologia del
desarrollo. Mensaje Bioguimico 2003; XXVII: 147-156.

Lozada J, Palmeros BS, Ramirez MB, Fernandez M. El pez cebra: una especie
modelo. Revista de divulgacion cientifica y tecnoldgica de la Universidad
Veracruzana [Articulo en linea] 2012. [Consultado 20 Oct 2012]. Disponible en:

http://www.uv.mx/cienciahombre/revistae/vol25num1/articulos/pez

Silva N. Sistema Oseo en peces. Consultado en Octubre 23, 2012. Disponible en:
http://docente.ucol.mx/al028741/public_html

Kimmel CB, Ballard WW, Kimmel SR, Ullmann B, Schilling TF. Stages of
embryonic development of the zebrafish. Dev Dyn 1995; 203 (3): 253-310

Osorio J, Martinez Yépez PN. Andlisis del procedimiento para la determinacion
de la dI50. Revista de investigaciones de la Universidad del Quindio; 4 (12): 1-3.
[Libro electrdnico] [Consultado 10 Oct 2012]. Disponible
en:http://www.ilustrados.com/tema/3965/Analisis-procedimiento-para-
determinacion-dI50-dosis.html

Diaz Baez MC, Bulus Rossine GD, Pica Granados Y. Capitulo 5: Métodos
Estadisticos para el Andlisis de Resultados de Toxicidad [Libro electronico] 2005.
[Consultado 6 Sep 2012] Disponible en: http://web.idrc.ca/es/ev-84468-201-1-

do_topic.html
Garcia del Moral R. Laboratorio de anatomia patoldgica.lra ed. Madrid:

Interamericana-McGraw-Hil; 1993.

Prophet E, Mills B, Arrington J, Sobin L. Manual de Técnicas Histoldgicas.
Métodos Histotecnoldgicos del AFID. Registro de Patologia de los EEUU (ARP).
Washington, D.C; 1992.

63


http://www.uv.mx/cienciahombre/revistae/vol25num1/articulos/pez
http://web.idrc.ca/es/ev-84468-201-1-do_topic.html
http://web.idrc.ca/es/ev-84468-201-1-do_topic.html

68.

69.

70.

Panizo Santos A. y Vega Vasquez F. Técnicas de inmunohistoquimica. Estudio de
la apoptosis mediante la técnica de TUNEL. Rev Esp Patol 1997; 30 (3) 243-45.
Bowers GN, Pestaner LC, Gibberman V. A Continuous spectrophotometric
method for measuring the activity of serum alk.phos. Clin Chem. 1966; 12:70-89

Burtis C, Ashwood E. Tietz textbook of Clinical Chemistry. WB Saunders Co.
3era edicion; 1999

71. Weissman N, Pileggi VJ. In Clinical Chemestry- Principles and Technics, 2da ed.

72.

RJ Henry et al., Eds. Harper & Row, Hagerstown, ,D 1974; 720-728

Douglas Brown, USA; 2012 [Actualizada 2012; acceso Septiembre 2012].

http://www.cabrillo.edu/~dbrown/tracker/.

73. Alderton W, Berghmans S. Zebrafish: a versatile in vivo model for drug safety

assessment. 2006  [Consultado  Diciembre  2012].  Disponible en:

http://www.ddwonline.com/chemistry.html

74.Jing LJ, Wang CM, Wei Y, Jia XB, Xie L. Screening antiosteoporotic active parts

75.

76.

77.

of dipsacus radibased on zebrafish model. Zhong Yao Cai. 2014; 37(4):635-40

Pasqualetti S, Congiu T, Banfi G, Mariotti M. Alendronate recued osteoporotic
phenotype in a model of glucocorticoid induced osteoporosis in adult zebarfish
scale. Int Exp Pathol. 2015; (1):11-20

Strecker R, Weigt S, Braunbeck T. Cartilage and bone malformations in the head
of zebrafish (Danio rerio) embryos following exposure to disulfiram and acetic
acid hydrazide. Toxicol Appl Pharmacol. 2013; 268(2):221-31.

Esterberg R, Hailey D, Coffin A., Raible D, Rubel E. Disruption of intracellular
calcium regulation in integral to Aminoglycoside- induced hair cell death. J
Neurosci. 2013; 33(17):7513-7525

78. Zhan Q, Cheng J, Xin Q. Effects of tetracycline on developmental toxicity and

79.

molecular responses in zebrafish (Danio rerio) embryos. Ecotoxicology 2015; 24
(4) 707-19

Bartoskova M, Dobsikova R, Stancova V, Pana O, Zivna D, Plhalova L, Blahova

64


http://www.ddwonline.com/chemistry.html
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.elis.tmu.edu.tw/pubmed?term=Strecker%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23391615
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.elis.tmu.edu.tw/pubmed?term=Weigt%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23391615
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.elis.tmu.edu.tw/pubmed?term=Braunbeck%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23391615
http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.elis.tmu.edu.tw/pubmed/?term=Strecker+R%2C+Weigt+S%2C+Braunbeck+T.+Toxicol+Appl+Pharmacol.+2013+Feb+4

80.

81.

J, Marsalek P. Norfloxacin-Toxicity for Zebrafish (Danio rerio) Focused on
Oxidative Stress Prameters. Biomed Res Int 2014; 2014: 1-6

Gabriel JP, Mahmood R, Walter AM, Kyriakatos A, Hauptmann G, Calabrese RL,
El Manira . Locomotor pattern in the adult Zebrafish spinal cord in vitro. J
Neurophysiol. 2008; 99(1):37-48.

Husain R, Dixit R, Das M y Seht PK. Neurotoxicity of acrylamide in developing
rat brain: changes in the levels of brain biogenic amines and activities of
monoamine oxidase and acetylcholine esterase. Ind Health Care 1987; 25:19-28.

82.Yu SF, Song FY, Yi C, Yang XW, Li GZ, Zhang CL y col. Acrylamide alters

83.

cytoskeletal protein level in rat serum. Biomed Environ Sci 2013; 26(11):926-29.

McLean DL, Fan J, Higashijima S, Hale ME, Fetcho JR.A topographic map of
recruitment in spinal cord. Nature 2007; 1(7131):71-5.

84. Xun-Chang F, Chao S, Hong-Wen G. Transmembrane transports of acrylamide

85.

86.

and bisphenol A and effects on development of zebrafish (Danio rerio). J Hazard
Mater 2010; 184:81-8.

Ferndndez D. Sistema Sensorial de Pez Cebra [Articulo en Linea] 2006.
[consultado 27 Mayo 2014]. Disponible en:

http://pezcebradesarrollo.wordpress.com/sistemas-sensoriales-de-los-peces/

Bichara D, Calcaterra NB, Arranz S, Armas P, Simonetta SH. Set-up of an infrared
fast behavioral assay using zebrafish (Danio rerio) larvae, and its application in
compound biotoxicity screening. J Appl Toxicol. 2013.

87. Selderslaghs IW, Hooyberghs J, De Coen W, Witters HE. Locomotor activity in

zebrafish embryos: a new method to assess developmental neurotoxicity.
Neurotoxicol Teratol. 2010; 32(4):460-71.

65


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gabriel%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17977928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mahmood%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17977928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walter%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17977928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kyriakatos%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17977928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hauptmann%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17977928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calabrese%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17977928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=El%20Manira%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17977928
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17330042
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17330042
http://pezcebradesarrollo.wordpress.com/sistemas-sensoriales-de-los-peces/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bichara%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23401233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calcaterra%20NB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23401233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arranz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23401233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Armas%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23401233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Simonetta%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23401233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23401233
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Selderslaghs%20IW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20211722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hooyberghs%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20211722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=De%20Coen%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20211722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Witters%20HE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20211722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20211722

