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RESUMEN

La enfermedad cardiovascular aterosclerética es la principal causa de muerte a
nivel nacional y global, es un proceso inflamatorio cronico marcado por la
interaccion de lipoproteinas, células inmunitarias y componentes celulares de la
pared de los vasos sanguineos. Un factor clave en el desarrollo de esta
enfermedad es el aumento de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL),
que promueven la disfuncion endotelial y la formacion de células espumosas,
contribuyendo formacion de estrias grasas, las cuales son el sello distintivo de
aterosclerosis temprana. A pesar de que la aterosclerosis se desarrolla lenta y
silenciosamente, hasta el dia de hoy hay una ausencia de modelos
experimentales adecuados para estudiar la enfermedad cardiovascular
considerando su largo progreso, lo que dificulta estudiar los tratamientos para la
aterosclerosis temprana y no permiten tener una idea clara de su complejidad in
vivo, a lo largo de la vida de un individuo y en entorno fisioldgico real. Por lo tanto,
es necesario desarrollar en un modelo animal de aterosclerosis que permita
comprender la patogénesis de la enfermedad desde sus inicios. En este contexto
se evalud el efecto de una dieta aterogéenica a 4% (p/p) de colesterol sobre en
larvas pez cebra (Danio reiro). En este modelo determind el efecto el perfil
bioquimico, la acumulacion de lipidos en el sistema vascular y la respuesta
inflamatoria localizada. Nuestros resultados muestran diferencias entre los peces
alimentados con la dieta alta en colesterol y los controles, asi se observo
acumulacion de lipido en la vasculatura, y una mayor cantidad de granulocitos

localizados en la region perivascular, mayores concentraciones de las proteinas
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AST, TP, LDH, CRP. Ademds, se observa un aumento en los parametros
morfométricos y un mayor tamafio de gotas de lipido a nivel hepético. Estos
resultados muestran que efectivamente el pez cebra desarrolla lesiones
aterogeénicas, inflamacién y acumulaciéon de células inflamatorias y permiten
proponerlo como modelo para estudiar las etapas tempranas de la aterogénesis

puede ser altamente valioso.

viii



ABSTRACT

Atherosclerotic cardiovascular disease is the leading cause of mortality both
nationally and globally. It represents a chronic inflammatory process characterized
by the interaction of lipoproteins, immune cells, and cellular components of the
vascular wall. A pivotal factor in developing this disease is the increase of oxidized
low-density lipoproteins (ox-LDL), which promote endothelial dysfunction and the
formation of foam cells, contributing to the development of fatty streaks, a hallmark
of early-stage atherosclerosis. Despite the slow and silent progression of
atherosclerosis, to date, there remains a lack of adequate experimental models to
study cardiovascular disease given its prolonged progression, complicating the
exploration of treatments for early atherosclerosis and obscuring a clear
understanding of its complexity in vivo over an individual's lifetime and within an
physiological context. Therefore, it is essential to develop an animal model of
atherosclerosis that allows for an understanding of the disease's pathogenesis
from its onset. In this context, we present a study involving the administration of a
4% (w/w) cholesterol atherogenic diet in zebrafish larvae (Danio rerio) due to
several advantages compared to other models. We evaluated differences in the
biochemical profile, lipid accumulation in the vascular system, and localized
inflammatory response. Among the differences observed between fish fed the
high-cholesterol diet and controls were increased lipid accumulation in the
vasculature and a higher quantity of granulocytes localized in the perivascular

region, elevated levels in the biochemical profile (AST, TP, LDH, CRP), increased



morphometric parameters, and larger hepatic lipid droplets. These results
demonstrate that zebrafish effectively develop indicators of atherogenic lesions
and that their use as a model to study the early stages of atherogenesis can be

highly valuable.



INTRODUCCION

Las Enfermedades Cardiovasculares (ECV) son un grupo heterogéneo de
enfermedades que afectan al sistema circulatorio, entre las cuales podemos
mencionar a: arteriosclerosis, angina de pecho, hipertension arterial,
hipercolesterolemia, infarto agudo de miocardio (IAM), insuficiencias cardiacas,
enfermedad cerebrovascular, trombosis arterial periférica. Las ECV siguen siendo
la principal causa de muerte en Chile y en el mundo. La carga de enfermedad
cardiovascular represent6 el afio 2015 el 12,97% del total de los afios de vida
ajustados por discapacidad (AVISA), ocupando el segundo lugar después de las
neoplasias y causando un 27.5% del total de defunciones (CIE-10 100-199)
(28.318 defunciones, tasa 157.27/100.000), a expensas principalmente del ataque

cerebrovascular (ACV) con un 30 % y del IAM con un 29% (MINSAL 2015).

La arteriosclerosis es el término general que se utiliza para abarcar
diversas enfermedades caracterizadas por el remodelado y engrosamiento de los
vasos sanguineos que pierden asi su elasticidad. Este fenomeno ocurre
especialmente en arterias de mediano y gran calibre, en donde se produce
disfuncion del endotelio debido a una lesion inicial que altera su permeabilidad y
gue permite la difusion pasiva al espacio subendotelial de material lipidico, tejido
fibroso, depdsitos de calcio y otros elementos sanguineos (Fuster et al., 1992).
Esto provoca la formacién de la placa de ateroma, engrosamiento de la capa
intima de las arterias y una disminucion del didmetro de lumen arterial. Las

lesiones ateroscleréticas progresan de forma asintomatica durante décadas
11



haciendo que estos vasos se vuelvan menos flexibles y reduciendo ain mas el
lumen arterial con lo que disminuye el flujo sanguineo pudiendo ocasionar
episodios isquémicos locales o distales de la zona de estrechamiento, ya sea en
el corazén (arterias coronarias), en el cerebro (carétidas cerebrales y vertebrales)
0 en las extremidades inferiores (aorta, ileaca y femorales). Los episodios donde
se reduce la luz del vaso drasticamente por erosion de la placa o rotura, y la
formacién de un trombo por efecto de la exposicion a ciertos factores pro
coagulantes al torrente sanguineo, tienen repercusiones clinicas tan importantes
como el infarto del miocardio y cerebral, o la claudicacién de las extremidades
inferiores (Fuster et al., 1992). Aunque se conoce que la aterosclerosis es una
enfermedad inflamatoria caracterizada por la alteracion del metabolismo de los
lipidos y la respuesta inflamatoria (Badimon et al., 2009). La inflamacion que
afecta principalmente a las grandes arterias elasticas, se inicia por un insulto al
endotelio que conduce a la activacion de sus células endoteliales y al
reclutamiento de células inflamatorias en la pared del vaso (Viola et al., 2015).
Varios factores pro-apoptéticos estan presentes en las placas ateroscleroticas,
por ejemplo, las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (oxLDL). Estas oxLDL,
participan en la formacion y progresion de las lesiones desencadenando la
acumulacion de lipidos e inflamacion local que dafia la pared vascular (Mak A &
Kow, 2014; Moccia et al., 2014). La acumulacion de oxLDL es un factor clave en
la aterogénesis y se considera un indicador temprano de disfuncion endotelial que
posteriormente conduce a trastornos de la pared vascular.

La oxLDL desempeiia un papel critico en la formacion de placa aterosclerética

mediante al menos dos mecanismos que han sido previamente investigados por
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varios autores: i) la oxLDL induce activacion de células endoteliales, favorece la
disfuncion y favorece su disfuncién o apoptosis; y ii) oxLDL media la migracion de
monocitos a la pared del vaso y su diferenciacion en células espumosas.
Puntualmente, Buckley et al., (1996) demostraron que la oxLDL disminuye la
relajacion dependiente del endotelio en los vasos sanguineos. Ademas, se ha
demostrado que el oxLDL incrementa la produccion de iones de superoxido y
disminuye la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) (Searle et al., 2010). Chein et
al., (2007) demostr6 que la vaso-relajacion dependiente del endotelio esta
disminuida en arterias coronarias de cerdo tratadas con oxLDL por una via
dependiente de la inhibicion en la biodisponibilidad de NO (Chen et al., 2007).
Estos estudios, junto con otros (Yamamoto et al.,, 2015; Wong et al., 2011),
demostraron que la disfuncion de células endoteliales inducida por oxLDL se
asocia con cambios en la expresién y actividad de la Oxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS), la biodisponibilidad de NO y la produccion de radicales libres
de oxigeno (ROS). Finalmente, se propone que la oxLDL induce muerte celular
endotelial a través de la activacion de las vias metabdlicas, empeorando la
disfuncién del tejido endotelial y promoviendo la progresion de las placas

ateroscleroticas (Chen et al., 2007; Yamamoto et al 2015).

Por otro lado, la oxLDL no solo actua sobre el endotelio, sino también sobre otros
tipos celulares que contribuyen al desarrollo de la aterosclerosis. Asi, oxLDL
aumenta la proliferacion y migracion de células musculares lisas (SMC), induce la
generacion de colageno por parte de los fibroblastos y la migracion y

diferenciacion de monocitos a macréfagos (Chen et al., 2001; Dieudonne et al.,
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2012; Xu et al., 2012). Y a la vez inhibe la salida de macréfagos desde la placas
ateroscleroticas causando su atrapamiento en la intima, contribuyendo asi a la
formacién de células de espuma, la inflamacion de la pared vascular, y finalmente

el desarrollo de aterosclerosis (Lee et al., 2014).

1. La aterosclerosis

La aterosclerosis, es un trastorno cronico y progresivo que afecta las arterias de
mediano y gran calibre, representa una de las principales preocupaciones en
salud publica a nivel mundial segun la Organizacion Mundial de la Salud. Este
proceso patoldgico, caracterizado por el engrosamiento y la pérdida de elasticidad
de las paredes arteriales, desencadena una serie de eventos que pueden tener
consecuencias devastadoras para la salud cardiovascular (Libby et al., 2011). La
acumulacion de lipidos, células inflamatorias y otros componentes en la pared
arterial conduce a la formacion de placas aterosclerdticas, que pueden obstruir
parcial o completamente el flujo sanguineo, provocando una disminucion del
suministro de oxigeno y nutrientes a los tejidos.

La aterosclerosis se asocia estrechamente con enfermedades cardiovasculares
graves, como el infarto de miocardio y el accidente cerebrovascular, que
representan una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo.
Ademas, esta enfermedad puede afectar a diversas areas del cuerpo, incluyendo

el corazon, el cerebro y las extremidades, lo que amplifica su impacto clinico.

14



2. Fisiopatologia de la aterosclerosis

Durante afios, diversas teorias han intentado explicar el origen y las causas de la
enfermedad aterosclerdtica, desde la hipotesis trombogénica hasta la hipotesis
lipidica. Sin embargo, la hipotesis de respuesta cronica al dafio, propuesta por
Ross y Glomset en 1976, es la mas ampliamente aceptada en la actualidad. Esta
teoria sugiere que las lesiones aterosclerdticas surgen como consecuencia de
una lesion en el endotelio vascular, desencadenada por factores como la
hipertension arterial, el tabaquismo, la diabetes y la dislipidemia.

A medida que las placas ateroscleroticas crecen, pueden ocasionar la obstruccion
parcial o total del flujo sanguineo en las arterias afectadas. Ademas, las placas
pueden volverse inestables y propensas a la ruptura, lo que puede desencadenar
la formacién de trombos y la obstrucciébn aguda del vaso, con consecuencias

graves como el infarto de miocardio o el accidente cerebrovascular (Ross, 1995).

3. Etapas de la aterosclerosis:

3.1.Inicio de la lesion:

La disfuncién endotelial es una condicion patolégica en la que el endotelio
muestra un deterioro de las propiedades antiinflamatorias, anticoagulantes y
reguladoras vasculares. En la actualidad se considera un evento crucial en el

15



desarrollo de la aterosclerosis. La OxLDL formada y retenida en el espacio sub-
entotelial activa las células endoteliales (CE) mediante la induccién de moléculas
de adhesion a la superficie celular que, a su vez, provocan el rodamiento y la
adhesién de los monocitos sanguineos y las células T. Se informa que OxLDL
induce la expresion de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y la
molécula de adhesion de células vasculares 1 (VCAM-1), aumentando las
propiedades adhesivas del endotelio de manera similar a los efectos de los
proinflamatorios de citocinas como interleucina 1 beta (Frostegard et al., 1991).
Los leucocitos sanguineos reclutados migran hacia la tanica intima, guiados por
quimiocinas. De hecho, OxLDL estimula las CE y las SMC para que secretan
proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) y factor estimulante de colonias
de monocitos (MCSF) que inducen el reclutamiento de monocitos en la pared
endotelial. Por otro lado, OxLDL puede ser quimiotactico para monocitos y
linfocitos T (ya que posee lisofosfatidilcolina) y también para macréfagos (Quinn et
al., 1987).

El oxido nitrico (NO), es reconocido como una molécula esencial para la
proteccion cardiovascular, debido a que posee propiedades vasodilatadoras y
evita la adhesion de leucocitos y plaguetas al endotelio. Este se genera en la
vasculatura por la NO sintasa endotelial (eNOS);el deterioro de la produccion y
secrecion de NO por parte de las CE se considera una de las caracteristicas mas
importantes de la disfuncion endotelial (Forstermann et al., 2012). La generacion
de NO a partir de las CE es inhibida por OxLDL, dado que OxLDL es capaz de
inducir el agotamiento del colesterol en las invaginaciones de la membrana

plasmatica, lo que ocasiona la translocacion de la proteina caveolina y eNOS

16



desde los dominios de membrana, inhibiendo la actividad de eNOS en las CE.
Ademas, se han sugerido otros mecanismos para justificar el efecto inhibidor de
OxLDL sobre la produccion de NO en las CE. Se ha reportado que OxLDL
conduce a un aumento del estrés oxidativo en las CE, generando cantidades
significativas de superoxido, que quimicamente desactiva el NO, formando
peroxinitrito (Cominacini et al., 2001).

El receptor 1 de LDL oxidado similar a la lectina (LOX-1), reconocido como el
principal receptor OxLDL en las CE, se encuentra presente en diversas
condiciones proinflamatorias y juega un papel esencial en la disfuncion endotelial
inducida por OxLDL (Chen et al., 2002). De hecho, en lesiones ateroscleréticas
humanas, se ha observado una sobreexpresién de LOX-1 en CE, especialmente
en la etapa temprana de formacion de placa (Katoaka et al., 1999). Se ha notado
que la eliminacion de LOX-1 inhibe la expresion de MCP-1 en CE humanas
estimuladas con OxLDL, mientras que la via de la proteina quinasa activada por
mitdégenos (MAPK) desempefiaria un papel crucial en este proceso (Li et al.,
2000). Ademés, OxLDL puede promover la regulacion positiva de las moléculas
de adhesién endotelial como ICAM-1 y VCAM-1 de una manera dependiente de
LOX-1, lo cual esta esta mediado por el factor nuclear kB (NF-kB) (Li et al., 2002).
Asimismo, los efectos inhibidores de OXLDL sobre la produccion endotelial de NO
se han relacionado con la funcion LOX-1. Por ultimo, se ha sugerido que OxLDL
puede inducir la apoptosis de las células endoteliales mediante la activacion de
las vias NF-kB y AP-1 (Leiva et al., 2015), lo que agrava la disfuncion endotelial y

promueve la progresion de la placa aterosclerotica (figural).
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Figura 1: Papel de OxLDL en la disfuncion endotelial (Leiva et al., 2015)

3.2.Formacion de células espumosas:

Una vez que los monocitos ingresan a la matriz extracelular subendotelial (ECM),
se transforman en macréfagos que expresan diversos receptores de captacion de
lipidos como SR-Al/ll, SR-BI, CD36 y LOX-1, asi como receptores tipo toll (TLR).
Es relevante destacar que este cambio en el fenotipo, desde la internalizacién de
la LDL nativa, ocurre a un ritmo bastante lento para explicar la formaciéon de
células espumosas, y este proceso esta sujeto a una regulacion negativa por
parte del receptor de LDL. En contraste, los receptores de captacion de lipidos

tienen una fuerte afinidad por la OXLDL y no estan sujetos a regulacién negativa,
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lo que conduce a una acumulacion significativa de lipidos intracelulares (Barbieri
et al.,, 2004), lo que resulta en la formacién de células espumosas. Esta
diferenciacion de macréfagos que fomenta un ambiente proinflamatorio es parte
de una "trampa de macrofagos", un ciclo vicioso que implica la retencién celular,
la oxidacion de nuevas LDL y el reclutamiento adicional de monocitos (Park et al.,
2014). La OxLDL también estimula la activacién de una serie de genes vinculados
a la inflamacion en los macr6fagos, como MCP-1, amiloide A séricos,
ceruloplasmina y hemeoxigenasa-1 (Liao et al., 1993). Ademas, esta activacion de
los macréfagos provoca la liberacion de citocinas proinflamatorias, como la
interleucina 1-f y el factor de necrosis tumoral, asi como la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y metaloproteasas, que estdn asociadas
con la progresion de la inflamacién (Hansson et al., 2006).

La internalizacion de OxLDL proporciona lipidos oxidados que actGan como
ligandos para la via PPAR-y, lo cual estimula positivamente la expresion de CD36,
facilitando asi la internalizacion adicional de OxLDL (Nagy y Tontonoz, 1998).
Este proceso activa los macréfagos, provocando la secrecion de citoquinas que
atraen células inmunes hacia la intima y la liberacion de enzimas como la
mieloperoxidasa y la 12/15-lipoxigenasa, las cuales se cree que participan en la
oxidacion de nuevas LDL, incrementando la reserva local de OxLDL (Carr et al.,
2000). Ademas, la internalizacion de OxLDL a través de CD36 parece suprimir la
migracion de los macréfagos, promoviendo la propagacion celular y la activacion
de la quinasa de adhesioén focal, en un proceso mediado por src-quinasas y estrés
oxidativo. También se observa que la interaccion entre OxLDL y CD36 induce la

pérdida de polarizacion celular en los macrofagos, un paso crucial para la
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migracion celular (Park et al., 2009). Por lo tanto, la evidencia sugiere que OxLDL
no solo contribuye a la diferenciacion de monocitos y la activacion de macréfagos,
sino también a la retencion de estos ultimos. Ademés, LOX-1, uno de los
receptores de captaciéon de lipidos expresados en macrofagos, aumenta
significativamente la absorcion de OxLDL cuando es estimulado por citocinas
proinflamatorias, OXLDL u otros estimulos, lo que favorece la formacion de células
espumosas (Pirillo et al., 2013; Schaeffer et al., 2009). La acumulaciéon de OxLDL
puede conducir a la apoptosis o necrosis de las células espumosas, generando
restos celulares que se depositan en el nucleo de la placa aterosclerética y

contribuyen asi a la progresion inflamatoria (Figura 2).
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Figura 2: Papel de OxLDL en la formacién de células espumosas (Leiva et al.,

2015)
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3.3. Migracion y proliferacion de células de musculo liso:

La migracion y posterior proliferacion localizada de células musculares lisas
(SMC) en la capa intima son caracteristicas clave del proceso ateromatoso y
desempeiian un papel central en su progresion. Las SMC se desplazan desde la
capa media hacia el espacio subendotelial, donde se multiplican en respuesta a
factores de crecimiento. La proliferacion de SMC puede ser estimulada por
OxLDL, ya que estas particulas mejoran la expresion y liberacién del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y del factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF) (Kohno et al., 1998; Stiko-Rahm et al., 1992) por
células endoteliales y macréfagos. Ademas, OxLDL también promueve la
secrecion de otros factores de crecimiento y sus receptores, como el factor de
crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), todos con efectos mitogénicos que inducen la proliferacion de SMC (Mitra
et al., 2011). Ademas, OxLDL induce cambios directos en las SMC, aumentando
su migracion y provocando modificaciones en su fenotipo para que produzcan
grandes cantidades de matriz extracelular (ECM). La sintesis de colageno
intersticial y elastina conduce a la formacién de una capa fibrosa que recubre la
placa aterosclerética en desarrollo, creando un "ndcleo necrético” que contiene
células espumosas, restos celulares, lipidos extracelulares y enzimas lisosomales
(Maiolino et al., 2013). Por tanto, OXLDL contribuye a la expansion del tamafio de

la lesién aterosclerdtica.
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Se ha observado que OxLDL induce la expresion de LOX-1 en células musculares
lisas (SMC), y se ha sugerido recientemente que muchos de los efectos atribuidos
a OxLDL estdn mediados por LOX-1 (Mitra et al., 2011). Uno de los efectos
importantes mediados por LOX-1 es el aumento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) inducido por OxLDL en las SMC, lo que puede
ocasionar la muerte celular, contribuyendo asi a la inestabilidad de la placa y su
eventual ruptura en la fase avanzada de la aterosclerosis (Hsieh et al., 2001). En
resumen, la evidencia sugiere que OxLDL desempefia un papel crucial en la
inestabilidad de la placa y, por ende, en el desarrollo de sus complicaciones

(figura 3).
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Figura 3: Papel de OxLDL en la proliferacion y migracion de células de

musculo liso (Leiva et al., 2015)
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3.4.Induccion de la adhesion y agregacion plaquetaria.

Después de la ruptura de la placa aterosclerética, las plaquetas desempefian un
papel fundamental en la formacién de trombos, y OXLDL también esta involucrado
en este proceso. La disminucién de la produccion de 6xido nitrico (NO) endotelial
debido a la presencia de OxLDL se ha asociado con un aumento en la secrecion
de prostaglandinas, lo que resulta en la agregacion plaquetaria (Maiolino et al.,
2013). Se ha observado que el receptor CD36 esta presente en las plaquetas en
su estado de reposo, y su interaccion con OxLDL se ha relacionado con la
activacion de las plaquetas, como se evidencia por la expresion de selectina P y
la activacion de la integrina a llb B 3 (Podrez et al., 2007).

La presencia de OxLDL parece generar una mayor actividad en las plaquetas, ya
gue cuando se exponen a OxLDL, muestran una mayor sensibilidad al clasico
activador de plaquetas ADP, en un proceso que esta regulado por miembros de la
familia INK y Vav (Chen et al., 2008; Chen et al., 2011). OxLDL tiene la capacidad
de inducir cambios en la forma y activacion rapida de las plaquetas mediante la
activacion de las vias de sefializaciéon de Src quinasas y Rho quinasa. Ademas,
los efectos de OxLDL en las plaguetas podrian también contribuir a fenémenos
adicionales pro-aterogénicos. Por ejemplo, las plaquetas expuestas a OxLDL
liberan quimiocinas que promueven el desarrollo de la aterosclerosis y también
facilitan la disfuncién endotelial y la formacién de células espumosas (Curtiss et

al., 1987; Daub et al., 2010).
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Una vez que las plagquetas se activan, se observa la expresion de LOX-1 en ellas,
lo que contribuye a la internalizacion de OxLDL junto con CD36. Se ha sugerido
que LOX-1, al ser capaz de unirse a los fosfolipidos anidnicos presentes en la
superficie de las plaquetas activadas, podria mediar la adhesién de las plaquetas
a las células endoteliales (CE) (Pirillo et al., 2013). La interaccion entre las
plaquetas y LOX-1 mejora la liberacion de endotelina-1 (ET-1) de las células
endoteliales (Kakutani et al., 2000) y también induce la inactivacion oxidativa del
oxido nitrico (NO) en estas células (Cominacini et al., 2003), lo que sugiere que
LOX-1 también participa en la disfuncion endotelial a través de las plaquetas
activadas. Por lo tanto, OxLDL parece tener un papel crucial en el

comportamiento proaterosclerético de las plaquetas activadas (figura 4).
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Figura 4: Papel de OxLDL en la funciéon pro-aterosclerética de las plaquetas

(Leiva et al., 2015)
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4. Modelos experimentales para el estudio de la aterogénesis

Los altos niveles de LDL son un factor determinante en la aparicion de la
aterosclerosis clinica, aunque la enfermedad puede desarrollarse incluso con
niveles normales de LDL cuando se combinan con otros factores de riesgo como
el tabaquismo, la presion arterial alta, la diabetes la susceptibilidad genética entre
otros factores (Lim et al., 2012; Yusuf et al., 2004). Estos factores interactian para
facilitar el desarrollo de la enfermedad, que es multifactorial. Para estudiar y
comprender los mecanismos subyacentes de la aterosclerosis, se han
desarrollado numerosos modelos experimentales. Muchos de estos modelos
emplean animales a los que se les induce la enfermedad mediante una dieta rica
en lipidos. Ademas, se han creado modelos genéticamente modificados y se han
utiizado modelos celulares para evaluar los efectos de agentes pro y
antiaterogénicos (Leong et al., 2015).

Entre las principales limitaciones en los estudios in vivo enfocados en la
aterosclerosis, principalmente con animales murinos, estan el tiempo y el costo
requerido para desarrollar con precision un modelo animal que imite la
complejidad de la enfermedad humana. Para superar este problema, necesitamos
un modelo vertebrado in vivo que permita la disponibilidad suficiente de
individuos, en periodos de tiempo acotados, que sea facil de manipular y a un
costo relativamente bajo. Con el tiempo, diferentes modelo no murinos se han
desarrollado para el estudio de esta enfermedad en diversos animales, tales

como: nematodos (Caenorhabditis elegans), ranas (Xenopus laevis), embriones
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de pollo (Gallus gallus) y pez cebra (Danio rerio) (Gonzalez-Moragas et al., 2017;
Giannaccini et al., 2014). Sin embargo, algunos de estos modelos presentan
diferencias significativas en la distribucién y composicion de las lipoproteinas en
comparacion con los humanos, lo que limita su utlidad para replicar la
fisiopatologia humana. El raton se ha convertido en el modelo animal mas
utilizado en la investigacién de la aterosclerosis debido a su bajo costo, alta
prolificidad y facilidad de manipulacion pero deficientes de ApoE/LDLR y los
animales alimentados con una dieta rica en colesterol, exacerban la inflamacién y
favorecen respuesta adaptativas de los animales (Getz & Reardon, 2012; Ka et
al., 2021), lo cual no refleja el proceso en humanos. Aunque los modelos murinos
presentan diferencias en las lesiones aterosclerdticas en comparacion con los
humanos, siguen siendo Utiles para explorar los mecanismos moleculares de la
enfermedad. Ademas, la posibilidad de realizar transgénesis y mutacion dirigida
en ratones los convierte en una herramienta poderosa en la investigacion de la
aterosclerosis.

Por parte, el pez cebra adulto (Danio rerio) ha demostrado ser un modelo
extraordinario para evaluar y caracterizar la aterosclerosis in vivo, ya que estos
animales desarrollan hipercolesterolemia muy facilmente debido a su alta
capacidad para absorber colesterol (Fang et al., 2014). Asi el pez cebra ha
surgido como un modelo experimental emergente (Vargas, 2017). Aunque su
anatomia vascular difiere de la de los mamiferos, el pez cebra ofrece ventajas
anicas, como su transparencia optica durante las etapas tempranas del desarrollo

y una numerosas progenie de desarrollo externo (Valles et al., 2018), lo que
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permite la observacion directa de los procesos de formacion de placas
ateroscleroticas (Fang et al., 2014).

Ademas, la manipulacién genética en el pez cebra es relativamente sencilla lo
que facilita la investigacion sobre los mecanismos subyacentes de la

aterosclerosis (Fang et al., 2014).

4.1.Modelo ratén

El uso del ratbn en la investigacion cientifica es invaluable debido a su
reproduccion eficiente, breves ciclos generacionales y mantenimiento econémico.
Estos animales son notables por sus lineas puras con fenotipos genéticamente
transmisibles y su notable resistencia a la aterosclerosis (Paigen et al., 1985).
Desde el punto de vista del metabolismo de lipoproteinas, los ratones tienen una
deficiencia en proteinas importantes como la transferidora de ésteres de
colesterol y Apo (a) (Tall, 1993), y predominan en lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (Chapman et al., 1986). La raza C57BL/6J ha sido fundamental en los
estudios de aterosclerosis que se inducen mediante dietas ricas en grasas
saturadas y colesterol, ademas de &cido colico (Nishina et al., 1990). La
adaptacion de este modelo ha mejorado con el desarrollo de la tecnologia
transgénica y la manipulacibn genética, lo que ha propiciado progresos
significativos en la simulacién de enfermedades humanas (Casacuberta et al.,

1980).
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4.2.Modelo rata

Las ratas son comunmente empleadas en la investigacion de laboratorio,
particularmente en el estudio de lipoproteinas y arteriosclerosis, gracias a su
mantenimiento econOmico y su capacidad para soportar procedimientos
quirargicos complejos. No obstante, diferencias en el metabolismo lipoproteico
entre ratas y humanos restringen su aplicabilidad en ciertos estudios relacionados
con la aterosclerosis. Estos animales, que predominan en HDL y carecen de
CETP y Apo (a), tienen un metabolismo que favorece una mayor conversion de
colesterol en acidos biliares ante dietas altas en colesterol, lo que les otorga una
resistencia natural a la hipercolesterolemia (Dietschy et al., 1993). Ademas, las
ratas solo desarrollan aterosclerosis cuando son alimentadas con dietas
altamente enriquecidas (Hadjiisky et al., 1991). Entre las variedades de ratas, las
RICO y las Zucker obesas son modelos utilizados para investigar la
hipercolesterolemia y el sindrome metabdlico, respectivamente (Ouguerram et al.,
1991). Las variedades DOCA y SHR se utilizan en el estudio de la hipertensiéon y

para evaluar la eficacia de agentes hipolipemiantes (Griendling et al., 2003).

4.3.Modelo paloma

Este animal, bajo una dieta normal, presenta altos niveles de colesterol
plasmatico (300 mg/dl), con un predominio del transporte a través de HDL (hasta

un 70%). Cuando se alimenta con una dieta enriquecida con 0,5% de colesterol y
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10% de suero bovino, su colesterol plasmatico puede escalar hasta los 2000
mg/dl, con un incremento notable en las lipoproteinas B-VLDL y LDL. Sin
embargo, estos animales no poseen Apo E ni B-48 (Barakat et al., 1985). En
cuanto a las diferentes razas, la Show Racer (SR) resiste el desarrollo de
aterosclerosis bajo dietas altas en colesterol (Jerome et al., 1985), en contraste
con la White Carneau (WC), que desarrolla aterosclerosis de manera espontanea
con una dieta rica en granos. Esta susceptibilidad en la WC puede deberse a
defectos hereditarios que afectan tanto la capacidad de los macréfagos para
expulsar colesterol como a los transportadores intestinales encargados de su
eliminacion fecal (Yancey et al., 1994). Las lesiones arterioscleroticas observadas
en la WC ocurren en partes criticas como la aorta toracica y abdominal, asi como
en las arterias braquiocefalicas, iliacas, carotidas, renales y coronarias,
presentando una morfologia y estructura ultra similar a las lesiones humanas,
incluyendo células espumosas, depédsitos de colesterol, acumulacién de matriz
extracelular y, en etapas avanzadas, calcificacion y neovascularizacién, que
pueden ulcerarse y formar trombos, llevando a un infarto de miocardio (Santerre

et al., 1972).

4.4.Modelo conejo

Anitschkow, hace 90 afios, identificé la acumulacion de colesterol en la aorta del
conejo, estableciéndolo como un valioso modelo para estudiar la arteriosclerosis

debido a su rapida formacion de lesiones adrticas y su costo accesible
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(Anitschkow et al., 1913). Brousseau y Hoeg revisaron ampliamente este modelo
(Brousseau et al., 1999). Aunque el conejo comparte similitudes metabdlicas con
los humanos, como la presencia de CETP y una composicion lipoproteica similar,
difiere en aspectos como la ausencia de Apo A-ll y una baja actividad de la lipasa
hepética (Greeve et al., 1993). La investigacion en este modelo se enfoca en los
efectos de diferentes niveles de colesterol en la dieta. Dietas con entre 0,5% y 4%
de colesterol durante 8 a 16 semanas inducen hipercolesterolemia severa, con
niveles plasmaticos superiores a 1.000 mg/dl, principalmente en LDL y B-VLDL
(Schwenke et al., 1989). Esto conduce a la formacion de lesiones adrticas
tempranas, como estrias grasas con células espumosas, que progresan a
lesiones ateromatosas mas complejas con el tiempo y la disminucion del
colesterol dietético (Ross et al.,, 1978). La localizacion de estas lesiones varia
segun el nivel de colesterol en la dieta, siendo inferiores al 0,15% predominante
en la aorta toracica superior. Las razas de conejos como la Watanabe y la St.
Thomas’ Hospital son relevantes debido a defectos genéticos que simulan
condiciones humanas como la hipercolesterolemia familiar y la hiperlipemia
combinada (Watanabe et al., 1980). Algunas lineas seleccionadas de conejos
Watanabe exhiben altos niveles de LDL y desarrollan placas ateromatosas en las
coronarias (Shiomi et al., 1992). Variantes especificas incluso muestran infartos
de miocardio, a pesar de carecer de signos tipicos de ruptura de placa y

trombosis humanas (Shiomi et al., 2003).
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4.5. Modelo Danio rerio

El pez cebra (Danio rerio) ha emergido como un recurso valioso y versatil en
numerosos campos cientificos. Originario de aguas tropicales de agua
continentales, el pez cebra es un organismo de pequefio tamafio con un ciclo de
vida corto y una alta tasa de reproduccion, lo que lo convierte en un modelo
bioldgico ideal para estudiar la aterogénesis. Kimmel et al (1995) definieron las
etapas del desarrollo embrionario y larval en el pez cebra en horas post
fecundacion (hpf), definiendo asi una escala estandar de desarrollo a 28,5°C, lo
gue es posible debido a la alta sincronicidad con que ocurre la embriogénesis de
esta especie a temperaturas constantes. Esta uniformidad en las condiciones de
crecimiento del pez que han podido ser replicadas por varios grupos de cientificos
ha permitido generar informacion morfolégica, bioquimica vy fisiolégica en todas
las etapas del ciclo de vida del pez cebra, tanto en el desarrollo embrionario y
larval, como en juveniles y adultos de ambos sexos de esta especie. Las larvas se
vuelven activas después de 3-5 dias de ser fecundadas, y llegan a la madurez
sexual alrededor de los 3 meses. La rapidez con la que se reproduce esta especie
es una de las razones por las cuales es tan atractiva para la investigacion
cientifica (Cubilos, 2017; Espinosa, 2016). El pez cebra se destaca por su sistema
inmune avanzado, el cual comparte y presentan similitudes con los humanos,
destacan los macrofagos y neutréfilos por su importancia y caracteristicas
morfologicas y funcionales que se asemejan a las que se observan en mamiferos

(Varela et al., 2017). Asi como los mamiferos, los teleésteos también tienen
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diversos tipos de granulocitos y un linaje distinto de macréfagos. El neutrdfilo es el
granulocito mas comun en el pez cebra, al igual que en el humano y se distingue
por su nucleo segmentado con 2 a 3 I6bulos. Este ejemplo de célula se asemeja
al neutréfilo humano ya que también presenta un nucleo con varios I6bulos y un
citoplasma heterofilico. A medida que el neutréfilo se desarrolla, sus granulos
también se desarrollan, liberando y almacenando mdultiples enzimas esenciales
para su desempefio. La actividad histoquimica de la mieloperoxidasa en los
heterdfilos del pez cebra muestra la presencia de la enzima peroxidasa en las
células de los peces (Crowhurst et al., 2002). Diversas investigaciones indican
que los neutréfilos polimorfonucleares son las células inmunitarias innatas mas
abundantes, siendo el tipo de glébulo blanco predominante en larvas de pez cebra
a los 2 dias de la fecundacion, y también en mamiferos adultos (Trede et al.,
2004).

Los neutrofilos, un tipo de gldébulos blancos polimorfonucleares, son los primeros
en llegar a las zonas inflamadas. La deteccién y medicion de neutréfilos en tejidos
se ha empleado extensamente como un marcador de inflamacion en peces cebra,
utilizando herramientas como pruebas citoquimicas y tinciones para visualizacion
histologica (Hernandez, 2019). La tincion Sudan Black B se describen como un
colorante que tiene afinidad por fosfolipidos y esteroles, es insoluble en agua y
puede tefiir el citoplasma, lipidos neutros, fosfolipidos y colesterol de marrén
oscuro a negro (Wang et al., 2015). La coloracion de los humerosos granulos en
los neutrofilos es mas notable que en las células de otros tipos (Quan et al.,
2019), lo que la convierte en una herramienta Gtil para identificar la presencia de

granulocitos y evaluar posibles reacciones inflamatorias. Tanto el pez cebra
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(Danio rerio) como el ratén (Mus musculus) han surgido como modelos animales
valiosos para el estudio de la aterogénesis. Cada uno ofrece ventajas Unicas que
complementan y amplian nuestra comprension de este proceso complejo (Tabla
1), ya que la hipercolesterolemia observada en estos animales en términos de
distribucion de lipoproteinas es similar a la distribucion observada en pacientes
con dislipidemia (Otis et al.,, 2015). Ademas, los genes asociados con el
metabolismo lipidico se conservan entre humanos y peces, asi se ha demostrado
que ellos expresas SRA1, CD36, TLR4, LDLr, LRP-1 y ABCA-1 (Gonzalez-Rosa
et al., 2022; Han et al., 2021). El pez cebra y los humanos comparten similitudes
en la manera en que absorben el colesterol en el intestino. El pez cebra tiene una
version de la proteina humana Niemann-Pick C1 (NPC1L1) llamada Npclll, que
juega un papel en la absorcién y transporte de colesterol en el intestino y es el
blanco de la ezetimiba, un medicamento para reducir el colesterol. Los &cidos
grasos presentes en la alimentacion facilitan la captacion de colesterol en el
intestino al cambiar rapidamente la ubicacion de Npclll en el borde del cepillo

intestinal (Walters et al 2012).

La alimentacién durante 10-14 dias de larvas de pez cebra con una dieta alta en
colesterol (4% o 8% de colesterol) resulta en hipercolesterolemia, acumulacion de
lipidos en la pared vascular, alteracion de células endoteliales, aumento de la
permeabilidad vascular, reclutamiento de células inflamatorias y activacion de
fosfolipasa A2 (Stoletov et al., 2009). Por otra parte , dado que estos animales
exhiben un grado de transparencia durante el desarrollo, es un modelo ideal para

monitorear la absorcion de lipidos, angiogénesis, activacion del sistema inmune y
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la formacion de células de espuma (ver revision Schlegel., 2016; Han et al., 2021).
Ademas, la transparencia Optica en estados embrionarios y larvales, permite
obtener im&genes de proteinas y sondas fluorescentes en tiempo real como
ésteres de colesterol fluorescente (rojo) o células endoteliales marcadas en
modelos de pez cebra transgénicos como la linea reportera Tg (flil:EGFP) (Han et
al 2021). Los modelos de ratones y conejos transgénicos mantenidos con una
dieta alta en grasas son costosos y dificiles de monitorear en tiempo real, por lo
que el modelo de aterosclerosis en pez cebra supera estas desventajas. Ademas,
los eventos aterosclerdticos se desarrollan mas rapidamente en el pez cebra en
comparacién con otros modelos animales, por lo que este modelo permite una
progresién adecuada del fendbmeno aterogénico. En forma importante, alrededor
del 70% de los genes identificados en humanos tienen al menos un ortélogo de
pez cebra (Howe et al, 2013) y los genes asociados con la ECV en humanos se
conservan con los genes ortélogos de este pez (Lee et al., Khor et al., 2019, Zhan
2018). Por lo tanto, no sorprende que una amplia gama de medicamentos
cardiovasculares para humanos usados en la practica clinica diaria tiene efectos
analogos en el corazén y los vasos sanguineos del pez cebra, validando el uso
del pez cebra como modelo en la investigacion cardiovascular (Child et al., 2000;

Driever et al., 1996; Anderson et al., 2011).

La tabla 1 resume y compara las principales caracteristicas y ventajas de los

modelos de aterosclerosis en el raton y el pez cebra.

34



| Caracteristica

| Ratén

| Pez Cebra

Facilidad de crianza

Instalaciéon de

mantenimiento

Facilidad del modelo

Control del estado

microbiolégico

Variedad de métodos
de investigacion.

Similitud con la
fisiopatologia de la
aterosclerosis humana

Similitud con el patrén
lipidico humano

+++
Reproduccién relativamente
rapida y homogeneidad de la
descendencia

+++

Una variedad de sistemas de
alojamiento, incluidos algunos
automatizados. Consumo de
material relativamente alto

++

Amplia variedad de modelos
genéticos estudiados.

+++
Programas de monitoreo de
salud estandarizados.
Recomendaciones grandes

+++
Métodos  histopatologicos y
bioguimicos ampliamente
utilizados

++

La mayoria de los modelos no
manifiestan placas
ateroscleréticas inestables con
trombosis superpuesta, rara vez
desarrollan aterosclerosis en las
arterias coronarias, pero
desarrollan facilmente
aterosclerosis en la raiz aértica.
++
Relativamente resistentes al
desarrollo de aterosclerosis
debido a caracteristicas
especificas del perfil lipidico, los
modelos dependen de la
generacion de una
hipercolesterolemia no basada
en no-HDL.

++++
Gran cantidad de embriones con el
mismo trasfondo genético podrian
obtenerse en un corto periodo de
tiempo (hasta 500 por semana de

una pareja)

++++

Sistemas de alojamiento
automatizados con bajo consumo de
material y costos laborales
relativamente bajos

++++

sin  manipulacién  genética es

suficiente para inducir hiperlipidemia

sin manipulaciones genéticas, la
edicion del genoma también esta
disponible

+

Recomendaciones ambiguas,
mayores riesgos debido a la
sensibilidad de las larvas ante

patégenos potenciales en el agua
circulante

++++

Embriones y larvas son épticamente
transparentes, lo que permite la
monitorizacién y observacion no
invasivas in vivo. Posibilidad de
realizar histoquimica en el animal
completo. Cierta dificultad para
recolectar muestras de tejido debido
al pequefio tamafio del modelo.

+++

Sistema  vascular 'y  digestivo
desarrollado. hipercolesterolemia en
comparacion con los mamifero

++
Ort6logos de factores clave que
regulan el metabolismo lipidico -
MTTP, slc27a, ACS, APOC2 estan
presentes. La proteina leptina y su
receptor no se expresan en el tejido
adiposo del pez cebra.

Tabla 1: Ventajas y limitaciones de los modelos de ratén y pez cebra para la
investigacion de la aterosclerosis y la dislipidemia. + + + + nivel mas alto de
ventaja; + nivel mas bajo de ventaja. (Vasyutina et al., 2022)
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En resumen, el pez cebra es un modelo vertebrado Unico que no solo tiene las
caracteristicas de los modelos de invertebrados (pequefio tamafio, potente
manejabilidad genética, alta fecundidad, facilidad de mantenimiento, vy
relativamente bajo costo) sino también la ventaja de ser un vertebrado y presentar
una alta conservacion con los mamiferos. Por lo tanto, su uso es invaluable para
estudiar el desarrollo y fisiologia de vertebrados, asi como modelo de
enfermedades humanas, tales como la aterogénesis y la enfermedad

cardiovascular.

Por todo lo anterior, en esta tesis se buscé desarrollar un modelo de aterogénesis
temprana en larvas de pez cebra que permita en el futuro, probar inhibidores de la

aterosclerosis in vivo para prevenir asi las complicaciones cardiovasculares.

En el desarrollo de esta tesis se evaluara:

1) Efecto de una dieta alta en grasa sobre la acumulacion de lipidos en larvas de
pez cebra.

2) Parametros morfométricos y bioquimicos del metabolismo lipidico y la funcién
hepatica, en el modelo de pez cebra.

3) El reclutamiento de granulocitos en la region perivascular de los vasos mayores

en larvas de pez cebra.
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PROBLEMA

Los modelos in vitro e in vivo que han sido ampliamente utilizados para el estudio
de la aterosclerosis, no permiten tener una idea clara de su complejidad, a lo largo
de la vida de un individuo y en un entorno fisiolégico real, por lo tanto es
necesario el desarrollo de un modelo que repligue de mejor manera y en un
tiempo acotado, el proceso que ocurre en humanos, especialmente las etapas

tempranas de la enfermedad, previo a la aparicion de signos clinicos.

PREGUNTA

¢ Es posible replicar en larvas de pez cebra el proceso de aterogénesis temprana

observado en humanos?
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HIPOTESIS

En resumen,

1.- La aterosclerosis es una enfermedad multifactorial en donde los mecanismos
celulares y moleculares que la originan son complejos y no estan completamente
definidos.

2.- Ausencia de modelo establecidos in vivo adecuado para estudiar la
aterogénesis temprana y la enfermedad cardiovascular.

3.- Los eventos patologicos involucrados en la aterogénesis temprana del pez

cebra son similares a los descritos en humanos.

Con estos antecedentes, nuestra hipétesis es la siguiente:

“Las larvas de pez cebra alimentados con una dieta alta en grasa desarrollan

lesiones aterogénica tempranas y su uso como modelo permitira estudiar la

progresion de las etapas tempranas de la aterosclerosis”.
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OBJETIVOS:

1. Objetivo general

Desarrollar un modelo de aterogénesis temprana en larvas de pez cebra usando

una dieta alta en colesterol.

2. Objetivos especificos

1.- Determinar cambios en pardmetros bioquimicos y en el crecimiento de larvas

de pez cebra alimentadas con una dieta aterogénica.

2.-Cuantificar la acumulacion de lipidos y granulocitos en la region periférica al el

sistema vascular de larvas de pez cebra alimentadas con una dieta aterogénica.

3.- Evaluar la acumulacion de lipido en higado de larvas del pez cebra,

alimentadas con una dieta aterogénica.
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MATERIALES Y METODOS

1. Aprobacion ética

Este estudio se apegara a los lineamientos éticos establecidos por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales con cédigo proyecto 20230009131INT

VRID UDEC.

2. Modelos animales:

Los individuos de pez cebra fueron criados y mantenidos en el Laboratorio de
Embriotoxicologia e Interaccion Desarrollo Ambiente (LEIDA) dirigido por la Dra.
Javiera De la Paz Montt, de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
de Concepcion. Todos los embriones se recolectaran mediante desove natural y
seran mantenidos segun los protocolos estandar para la especie (Westerfield,
2000). La edad de las larvas se expresaran en dias post-fecundacion (dpf) segun

Kimmel et al., 1995.
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3. Bioseguridad

Debido a la utilizacién de muestras biolégicas para esta investigacion, se tomaran
las medidas de bioseguridad necesarias para evitar cualquier accidente y
contaminacion con ellas, siguiendo el protocolo que entrega MATPEL para el
manejo de accidentes con material de riesgo biolégico de la Universidad de
Concepcién. Los procedimientos realizados en el laboratorio se llevaran a cabo
con elementos de proteccion personal (delantal y guantes). Los materiales
ocupados, seran desechados en los contenedores correspondientes y
previamente inactivados con una solucién de hipoclorito de sodio al 1%, bajo las
normas que estipula el laboratorio de Bioquimica Clinica e Inmunologia de la

Universidad de Concepcion (anexo 1).

4. Mantencién de peces cebra

Los peces cebra adulto de las cepas silvestres AB, TAB5 y WT se mantuvieron
en acuarios a 26-28 °C, pH 7,0-7,4 , bajo un ciclo de 14:10 horas de
luz/oscuridad. Las larvas de pez cebra se obtendran por desove natural
introduciendo cajas con doble fondo en los tanques de peces adultos
reproductores. Estos peces adultos seran seleccionados cuidando que no
hubiesen sido sometidos a estrés o a un desove en la ultima semana; para asi

cuidar la calidad y tamafio del desove. Las ovas recolectadas fueron
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inspeccionadas mediante una lupa y se excluyeron las que no estaban
fecundadas, embriones anormales o coagulados. Una vez obtenidos los
embriones viables se mantuvieron hasta los 5 dias post fecundacion (dpf) en
placa Petri con medio E3 (NaCl 5mM; KCI 0,17mM; CaCl2 0,33mM; MgSO4
0,33mM) con azul de metileno (0,5 ppm) para evitar contaminacion fangica.

Se seleccionaron 95 ovas y se colocaron en una placas Petri por triplicado en la
siguientes condiciones: dieta control (FM), dieta control més dietiléter (FMD) y
dieta control mas dietiléter con colesterol al 4% (FMDCOL). Para su desarrollo
sincrénico se utiliz6 una incubadora con fotoperiodo (VELP) a 27-28°C.
Diariamente se realiz6 la limpieza a las placas eliminando cualquier impureza que
apareciera en el medio, individuos muertos. O que presentaran malformaciones

(edemas, curvaturas en la notocorda, etc).

5. Preparacion de las dieta

Para la alimentacion de las larvas, se prepard una dieta con base proteica de
harina de pescado (HP) de acuerdo a lo descrito por Fehrmann-Cartes et al
(2019). A partir de la dieta HP, se gener6 una dieta alta en colesterol (FM-COL)
de acuerdo a lo descrito por Stoletov et al (2009), brevemente se mezcl6 el
alimento FM con una solucion de colesterol (Sigma-Aldrich C8667) disuelto en
éter dietilico (Sigma), con el objetivo de alcanzar un contenido de colesterol 4%

peso/peso en el alimento después de la evaporacion solvente. De manera
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adicional se generara una dieta FM-solvente con dietileter (FMD) como control de
vehiculo. Las dietas utilizadas fueron pasadas por tamiz de tal forma que el
tamano de particula sea <200 ym, posteriormente fueron almacenadas a -20 °C

hasta su uso en los ensayos de alimentacion.

6. Grupos experimentales:

Al llegar al estadio larval de 5 dpf los tres grupos se traspasaran a cajas plasticas
de 200 mL con agua filtrada a una temperatura de 27-28 °C, pH 7,0-7,4 y una
conductividad de 700-800 uS/cm. Los tres grupos FM, FMD y FMDCOL, por
triplicado se alimentaron dos veces al dia. Para cada grupo se realizé una
limpieza extrayendo las larvas con una malla de 500 ym vy se traspasaron a
placas Petri con agua de acuario filtrada y bajo un esteroscopio con aumento total
40x se elimind cualquier impureza. Posteriormente, se colocaron las larvas en
cajas limpias con agua fresca filtrada del sistema, y luego por la tarde se realizé
una segunda alimentacion y un recambio de un 50% del agua filtrada. Las cajas
se mantuvieron en la incubadora, repitiendo este procedimiento por 10 dias,
finalmente, al terminar el periodo de tratamiento, se utilizd solucion de tricaina al
0,03% (MS-222) para inducir la anestesia previo a cualquier tratamiento u
observacion in vivo; y se aplico la eutanasia usando una sobredosis del mismo

anestésico previo a los otros analisis realizados (O'Hare et al., 2014).

43



7. Mortalidad y Determinacion de Parametros de Crecimiento:

Para evaluar la mortalidad en los grupos experimentales, se registré diariamente
la cantidad de muertes acumulada de las larvas de pez cebra, hasta los 10 dias
de alimentacion. En el término del tratamiento se seleccionaran 20 larvas de cada
tratamiento que tras ser anestesiadas, fueron colocadas en una placa con
metilcelulosa. Se capturaron imagenes de campo claro con ayuda de una
Camara Réflex Digital 10.2 MP (NIKON, D3000) acoplada al esteroscopio (ZEISS,
Stemi 508) con aumento 4x. Las larvas fueron fotografiadas desde una vista
lateral para medir longitud desde la boca hasta ultima porcion de la notocorda

(cola), dorso ventral y ancho tronco (Han et al., 2021).

8. Medicién de pardmetros bioquimicos

Posterior al tratamiento, se seleccionaron 40 larvas de pez cebra de cada
tratamiento, que fueron sacrificadas y lavadas con solucién salina enfriada (PBS)
y luego homogeneizadas con 270 uL de solucion PBS-EDTA, para posteriormente
centrifugar a 4°C y 2500 rpm durante 10 min. El sobrenadante se uso para
determinar la Alanina aminotransferasa (ALT), Aspartato aminotransferasa
(AST),Tiempo de protrombina (TP), Albumina (ALB), Bilirrubina (TBIL), Bilirubin
directa (DBIL), Gamma-glutamil transferasa (GGT), Fosfatasa alcalina (ALP),
Lactato deshidrogenasa (LDH), Glucosa (GLU), Triglicéridos (TG), Colesterol total

(TC), Lipoproteinas de alta densidad (HDL), Proteina C reactiva (CRP). Mediante
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métodos colorimétricos estandarizados en el Dpto. de Bioquimica Clinica e
Inmunologia Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcién (Reyes et al.,

2022).

9. Conteo de granulocitos

Para la tincion de granulocitos en larvas completas se utilizo el colorante Sudan
Black B (SBB). Para su preparacion se disolvieron 0,6 g de Sudan black B en 200
mL de etanol (EtOH) y se agitaron con calor hasta su completa disolucion,
posteriormente la solucién se pasoé por un filtro de 0,2 ym, la solucién se mantuvo
a temperatura ambiente y oscuridad. El conteo de granulocitos se realiz6 sobre
larvas de pez cebra enteras en un portaobjeto con PBS y cubiertas con un
cubreobjetos utilizando topes de plasticina para no aplastar a los individuos.
Luego se observé en la zona de la vena cardinal y sin necesidad de tomar
fotografias, se realiz6 un conteo en un area predefinida que consideré la region
ventral de tres somitos anteriores al ano segun esquema de la figura 8. Para
visualizar los granulocitos tefiidos con SBB se utiliz6 una lupa con aumentos de

20x y 40x.
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10. Granulos de lipidos en higado del pez cebra

Después del tratamiento se seleccionaron 40 larvas de cada tratamiento para la
visualizacion de granulos de lipidos en el higado. Esto se realizd en tubos
eppendorf de 2 ml fijados en formalina (PFA) 10% durante toda la noche.

La acumulacion de lipidos fue detectada mediante una doble tincion con Sudan
Black B mas aceite red-O (RO), que permitié observar la acumulacion de lipido en
el higado. Para la preparacion del RO se disolvieron 0,05 g en 10 mL de
Propilenglicol 100% (PG) y se agité hasta su completa disolucién. Luego de eso,
se filtra la solucion con una malla de 300 um y se utiliza inmediatamente.

Para evidenciar el dafio hepatico se midi6 el tamafio de los granulos de lipidos
contenidos en el higado de las larvas de pez cebra, a través de la medida del area
de estos. Para esto se diseccionaron los higados de larvas de 15 dpf que fueron
expuestas para cada tratamiento de alimentacion FM, FMD y FMDCOL vy
posteriormente tefiidas con Sudan Black B y Aceite red-O (SBB+OR, Anexo 1).
Este procedimiento se hizo bajo lupa y con ayuda de agujas de diseccién
elaboradas con alfileres entomoldgicos y pinzas. Una vez obtenidos los higados,
se procedido al montaje de grupos de no mas de 10 higados en un portaobjeto,
inmersos en glicerol 80%, y tras cubrirlos con un cubre objeto, se sellaron de tal
forma que se mantuvieran en el tiempo. Para el analisis de granulos fue necesaria
la obtencion de imagenes, las que se realizaron con un microscopio de campo
claro (UPRIGHT) con un aumento de 100x. Se obtuvieron fotografias por cada

higado con distintos planos de enfoque fino, para poder considerar los granulos
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de lipido presentes en la profundidad de todo el tejido. ElI procesamiento de
imagenes se realizé con el software gratuito ImageJ; las imagenes se
convertieron a 8 bits y binarizaron para que el programa pudiera determinar el
porcentaje de area ocupada por pixeles negros (granulos) o blancos (vacio) al

seleccionar una region especifica.

11. Andlisis estadistico.

Previa aplicacion de pruebas de normalidad y homocedasticidad, se usé analisis
de varianza (ANOVA) de una via para determinar diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos. Se usara la correccion de Bonferroni para ajustar
comparaciones multiples. Los resultados se expresardn como media + SD. Se
compararon las medidas entre tratamientos de cada caso, siguiendo estadistica
paramétrica por medio de un test ANOVA o no paramétrica utilizando la prueba de
Kruskal-Wallis o Mann-Whitney, segun corresponda. Se considerd un valor de p <
0,05 para estableces diferencias significativas. Para todos los andlisis se utilizo el

software GraphPad Prism, LLC (version 8.0.2).
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RESULTADOS

1. Mortalidad:
En la figura 5 se muestran los datos de la mortalidad promedio de larvas para
cada tratamiento en donde se contabilizaron las muertes acumulada dentro de los
10 dias de alimentacion con una base proteica de harina de pescado (FM y FMD)
y un contenido en colesterol alto al 4% (FMDCOL). No se observan datos
significativos entre las dietas estudiadas, sin embargo hay un aumento en
mortalidad a partir del dia 6 de alimentacion y este aumenta progresivamente en
el tiempo, observandose una mayor mortalidad en el grupo alimentado con la

dieta alta en colesterol, en comparacién con las dietas control

2. Crecimiento de larvas de pez cebra.
Para evaluar el crecimiento de las larvas, se realizaron mediciones en 20 larvas
para cada dieta de alimentacion a partir de imagenes capturadas. Se midio
Longitud larval (LT), longitud dorso ventral (DV) a la altura del higado y longitud
ancho tronco (AT) a la altura del ano. Se midi6 a través del software imageJ y se
realizé una conversion de pixeles a milimetros. Como se muestra en figura 6, la

dieta alta en grasa genera un aumento la Longitud larval (LT), dorso ventral (DV)

ancho tronco (AT), constituyendo un factor de riesgo para la obesidad.

48



Mortalidad

100
FM

~ 80+ = FMD
s B FMDCOL
=
o BD_
k-
£ 40
=

20-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dias de alimentacion

Figura 5: Mortalidad porcentual acumulada para larvas pez cebra
alimentadas con dieta alta en grasa. La muerte acumulada de larvas de pez
cebra alimentadas con los distintos tipos de dieta, fue determinada por analisis

morfologicos de los animales por 10 dias pos fecundacion.
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alimentadas con una dieta control (HP), una dieta alta en colesterol (FM-Col) y
dieta mas solvente (FMD) por 10 dias, posteriormente se midié la Longitud larval
(LT), dorso ventral (DV) ancho tronco (AT) por fotografia utilizando una Camara
Réflex Digital 10.2 MP (NIKON, D3000) acoplada al esteroscopio (ZEISS, Stemi
508) con aumento 4x. En 7b *p=0,02, ****p < 0,0001 , 7c *p=0,0066 y 7d * p=

0,002 , ****p < 0,0001.

3. Descripcion del Perfil Bioquimico

Para evaluar el efecto del dieta sobre parametros bioquimicos, se utilizaron 40
larvas de pez cebra, por duplicado, y los parametros bioquimicos fueron
determinados por métodos colorimétricos (Stoletov et al., 2009). En la tabla 2 se

resume el perfil hepatico para los animales alimentados con las dietas FM, FMD y
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FMDCOL. Nuestros resultados muestran que los niveles de Alanina
aminotransferasa (ALT), Albumina (ALB), Bilirrubina (TBIL), Bilirrubina directa
(DBIL), Gamma-glutamil transferasa (GGT) y Fosfatasa alcalina (ALP) no fueron
diferentes en los tres grupos estudiados. Al comparar la dieta FMDCOL v/s FMD,
las concentraciones de Aspartato aminotransferasa (AST), Tiempo de protrombina
(TP) y Lactato deshidrogenasa (LDH) fueron significativamente mayores. Por otro
lado, en la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos para el perfil lipidico en
los tres grupos de dietas, no se observaron diferencias significativas para la
concentracion de Triglicéridos (TG), Colesterol total (TC) y Lipoproteinas de alta

densidad (HDL) entre los grupos estudiados.

Al cuantificar los niveles de glucosa y Proteina C reactiva (PCR) en estos
tres grupos, no se observaron diferencias significativas en la concentracion de
glucosa (FM,2 + 0 mg/dl, FMD, 3 £+ 0 mg/dly FMDCOL 2 + 0 mg/dl), sin embargo
la concentracion de PCR aumenta significativamente (FM, 0,7 £ 0,3 mg/dl, FMD,

0,5+ 0,4 mg/dly FMDCOL 1,5 + 0,15%)

Tabla 2: Perfil hepatico de larvas pez cebra alimentado con dieta alta en

grasa.
FM FMD FMDCOL
PARAMETRO (mg/dL) media + SD media + SD media + SD
Alanina aminotransferasa
6+0 70 4+4

(ALT)
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Aspartato aminotransferasa

(AST)

Tiempo de protrombina (TP)
Albumina (ALB)

Bilirrubina (TBIL)

Bilirubina directa (DBIL)
Gamma-glutamil transferasa
(GGT)

Fosfatasa alcalina (ALP)

Lactato deshidrogenasa

(LDH)

68 + 6

0,150

0,250

51,6+0,5

0,17 +0
0,23+0,13

0+0

50 +21

92 +13

87,5+ 0.5*
4,55 + 4,45*
0,17 £ 0,02
0,17 £ 0,07

0+0

25+05

347

107 + 36*

Tabla 3: Perfil lipidico en larvas pez cebra alimentadas con dieta alta en

grasa

FM FMD FMDCOL
PARAMETRO (mg/dL) media + SD media + SD media + SD
Triglicéridos (TG) 272 27,2+ 0,75 26611
Colesterol total (TC) 10+2 114+6 11,45+ 0.6
Lipoproteinas de alta densidad
(HDL) 0,98+ 0,02 1,24 +0,1 1,32 £ 0,04
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4. Identificacion de acumulacion de lipidos y granulocitos en el sistema

vascular.

La tincibn Sudan Black B, corresponde a un colorante que posee una gran
afinidad por los fosfolipidos y esteroles, es insoluble en agua y puede tefiir de
color marrén oscuro o negro el citoplasma, los lipidos neutros, los fosfolipidos y el
colesterol (Wang et al.,, 2015). Se ha reportado que una abundante tincion es
detectada en granulos presentes en los neutréfilos mas que en otras células
(Quan et al., 2019) por lo que esta tincidn se considera una buena herramienta
para evaluar si existe una reaccion inflamatoria a través de la deteccion de la
presencia de neutrdfilos.

En la figura 7 se muestra una imagen representativa del sistema vascular de la
larva de pez cebra, podemos visualizar el higado, los vasos intersegmentados,
vena cardinal y la arteria, en el recuadro rojo se muestra una pequefia porcién de
tres somitos, segmentos musculares que se encuentran delimitados por vasos

intersegmentales.

En la figura 8 se muestra un imagen representativa de una reaccion positiva para
sudan black en los distintos grupos de estudio. Mediante observacion bajo una
lupa se evallo la acumulacion de lipidos en los tres grupos estudiados. En los
grupos de animales tratados con la dieta FM y FMDCOL no hubo cambios en la

tincion, pero si se observaron diferencia en la dieta alta en colesterol (FMDCOL).
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Al aumento en 20x se visualizé una mayor tincién en los vasos intersegmentales,

venas y arterias (sistema vascular), que sugieren una acumulacion de lipidos.

Arteria

Vasos intersegmental
Vena cardinal

Figura 7: Sistema vascular de larvas de pez cebra (Galanternik et al., 2020).
Imagen representativa de la red vascular de un pez cebra. El rectangulo en rojo

muestra la zona en donde se procedi6 a contar el nimero de granulocitos.

a FM b FMD c FMDCOL
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Figura 8: Deposito de lipido en el sistema vascular en larvas pez cebra
alimentadas con dieta alta en grasa. En la figuras de la izquierda muestra la
dieta de alimentacion control (FM), centro tratamiento control méas dietiléter (FMD)
e izquierda tratamiento de dieta alto en colesterol (FMDCOL) y su imagen
binarizada con ImageJ. El &rea total representa un porcentaje de espacio negro o
blanco, utilizada tincién sudan black que permite visualizar lipidos acumulados en
la vasculatura de las larvas completas. Se observa una mayor acumulacién de
lipidos para la dieta alta en colesterol. 8a, 8b y 8c, aumento 5x; 8d, 8e y 8f,

aumento 20x.

5. Analisis cualitativo de lipido total en el sistema vascular
Para evaluar los depésitos de lipidos en el sistema vascular, se utiliz6 como
criterio la intensidad de color visual de la tincion SBB, donde el 1 indica poco
intenso, 2 relativamente intenso y 3 muy intenso de la figura en larvas completas

con la tincién SBB (N=15).

El analisis cualitativo de los datos mostrados en el grafico de la figura 9
muestra el nivel de acumulaciéon de lipido en el sistema vascular, se observa un

aumento significativo entre las dietas control y FMD v/s FMDCOL.
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Clasificacion de lipidos en el sistema vascular
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Nivel de acumulacién de lipidos
N
1

FM FMD FMDCOL

Tratamiento

Figura 9: Acumulacién de lipido en el sistema vascular de larvas pez cebra
alimentadas con dieta alta en grasa. Cuantificacion de la acumulacién de lipidos

de los datos presentados en la figura 8. (N=15), Test ANOVA ,****p<0.0001.

6. Conteo de granulocitos

Se escogieron 20 individuos por grupo y usando la tincibn SBB y con ayuda de
una lupa con aumento de 20x y 40x, se visualiz6 y se contd el nimero de
granulocito en | region predefinida de la vena cardinal (zona roja) (ver figura 8).

En la figura 10a se muestra un granulocito presente en la zona de la vena cardinal
de larvas de pez cebra. Es posible distinguir la presencia de multiples granulos en
su citoplasma, con diferente afinidad tintorial. Asimismo, los granulocitos tienen un
nucleo lobulado con caracteristicas distintivas en numero y forma de los l6bulos.
En la figura 10b se muestra el analisis cuantitativo del numero de granulocitos

presentes las larvas de pez cebras alimentadas con dieta control (FM y FMD) y
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alto contenido en colesterol (FMCOL). Se observaron diferencias significativas al
comparar las larvas alimentadas con un alto contenido en colesterol (FMDCOL)
v/ls FMD y FM, lo cual sugiere la presencia de una respuesta a la inflamacion

asociado al inicio de la enfermedad de aterogénesis

b Granulocitos en la region de la vena cardinal

* Kk k

154 I_rl
w
o
=
e
= 104 A
2 a
5 it
o AA
= 54 ]
E = B
=
0 T T T
FM FMD FMDCOL
40x .
Granulocitos Tratamiento

Figura 10: Cuantificacion de granulocitos en la regidon de la vena cardinal en
larvas pez cebra alimentadas con dieta alta en grasa. Los animales de los
diferentes grupo fueron fijados en formalina y tefiidos con sudan black, como se
muestra en (a). En (b) se grafica el recuento de granulocitos contado para los

tres tratamientos (N=20). Test ANOVA ****p < 0,0001.

7. Densidad de granulos de lipidos en higado
Para evaluar el depésito de lipidos en los higados de los animales, se extirparon
los higados de pez cebra y usando doble tincién (SBB-RO) que permite identificar
grasas neutras, acidos grasos Yy triglicéridos de un color rojo-anaranjado. En la

figura 11 a y ¢ se muestra el higado de animales alimentados con una dieta
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normal, se muestra granulos de lipidos pequefios en comparacion con los
animales tratados con una dieta alta en grasa (11 e). Ademas, estos muestran, un

mayor tamafio de lipidos, lo que podria asociarse con esteatosis hepética.

El andlisis cuantitativo de los datos mostrados en la figura 11, se observa el
tamafo de gotas de lipidos en higado diseccionados para las diferentes dietas, se
observa un cambio significativo entre las dietas control v/s FMDCOL, sugiriendo
que el higado estd cursando en proceso inflamatorio (figura 12), lo cual se

correlaciona con los niveles de enzimas hepaticas y PCR.

FM

FMD
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FMDCOL

Figura 11: Densidad de granulos de lipidos en higado diseccionado desde
larvas pez cebra alimentadas con dieta alta en grasa. A la izquierda, fotografia
representativa de los granulos de lipidos en el higado en campo claro y a su lado,
la imagen binarizada con ImagelJ. El area representa un porcentaje de espacio
negro o blanco, en microscopio de campo claro (UPRIGHT) con aumento de 100x

y se utiliz6 como método una doble tincion (SBB-RO).
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Figura 12: Tamafio de gotas de lipido en higado diseccionado desde larvas

pez cebra alimentadas con dieta alta en grasa. La densidad que mide el area
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del porcentaje de espacio negro o blanco (sin lipidos) que representando las
gotas de lipidos en higado, mediante el uso del programa imageJ. Test ANOVA

wok<0.0001
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DISCUSION

El desarrollo de la enfermedad arterial coronaria (CAD) esta fuertemente
influenciado por la aterogénesis temprana, un proceso complejo que se inicia en
etapas tempranas de la vida y causa acumulaciéon de lipidos y células
inflamatorias en los vasos sanguineos, formando en etapas mas avanzadas
placas ateroscleréticas que pueden obstruir el flujo sanguineos y desencadenar
problemas cardiovasculares graves.

La aterogénesis temprana implica una compleja interaccion entre varios factores
de riesgo y mecanismos bioldgicos como los antecedentes familiares de
enfermedad cardiovascular, el tabaquismo, la hipertensién arterial, la diabetes
mellitus, la dislipidemia, la obesidad, la dieta poco saludable y la falta de actividad
fisica, todos ellos son factores destacados, que contribuyen a la formacién de
lesiones en la pared arterial a la disfuncibn endotelial y acumulacion de
lipoproteinas en los vasos sanguineos. Es por esto que en esta tesis se propuso
desarrollar un modelo de aterogénesis temprana basado en el uso de las larvas

de pez cebra usando una dieta alta en colesterol.

Nuestros resultados muestran que a pesar de que los datos de mortalidad no
existen diferencias significativas entre los tres tratamientos (figura 5), la tendencia
al aumento de la mortalidad a lo largo del tiempo sugiere que la dieta alta en
grasa no influye en la salud y el bienestar de los peces. La mortalidad observada
podria estar asociada con factores fisicos, tales como el cambio de cajas con

agua filtrada y la limpieza en las cajas, esto puede aumentar la mortalidad de las
61



larvas. Estos factores pueden generar estrés y contaminacion, lo que a su vez
afecta negativamente la salud de los peces y su capacidad para sobrevivir. Esto
sugiere la sensibilidad de las larvas de pez cebra a diferentes condiciones
ambientales y de alimentacion. Por otro lado, los resultados sugieren que las
larvas que forman parte del grupo FMDCOL no son mas susceptibles a las
condiciones adversas en comparacion con las larvas de otros grupos.

Es importante tener en cuenta que la mortalidad acumulada puede estar
influenciada por una variedad de factores, no solo la dieta, como sefalan algunos
autores (Fermann et al., 2019). Se pueden proponer medidas especificas para
mejorar la supervivencia de los peces cebra en condiciones de cautiverio, como el
control mas estricto de los factores fisicos y la optimizacién de la dieta. Esto
podria incluir el desarrollo de protocolos de limpieza mas rigurosos, el ajuste de la
cantidad de alimento por caja y la exploraciéon de diferentes tipos de alimentos
para determinar cuéles son mas beneficiosos para la salud de los peces.

La correlacion entre la dieta alta en colesterol y la patologia vascular en
larvas de pez cebra observada en nuestro estudio, encuentra respaldo
significativo en la literatura existente. Investigaciones previas, como las realizadas
por Stoletov et al., (2009) y Torres et al., (2015) en larvas, han demostrado que un
alto contenido de colesterol en la dieta no solo induce una acumulacién de lipidos
en las paredes vasculares sino que también promueve el reclutamiento de células
inflamatorias, incrementando el riesgo de aterosclerosis y otras enfermedades
cardiovasculares. Esta relacion es clave para entender como modificaciones
dietéticas especificas pueden influir en la morfologia y la fisiologia cardiovascular

en modelos biolégicos. Ademas, Forn-Cuni et al., (2015) y Landgraf et al., (2017)
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han extendido estas observaciones al demostrar que el pez cebra sometido a
dietas ricas en grasas experimenta un incremento en el peso corporal, en la
acumulacion de tejido adiposo y en la carga cardiovascular. Estos estudios
destacan que las alteraciones metabdlicas asociadas con dietas altas en grasas
son similares entre los peces cebra y los mamiferos, subrayando la relevancia del
pez cebra como un modelo eficaz para investigar las patologias humanas

relacionadas con la dieta.

En nuestro estudio, el uso de la tincion sudan black ha permitido visualizar
directamente la acumulacion de lipidos en el sistema vascular en el grupo
FMDCOL, comparado con los grupos FM y FMD. Esto no solo confirma los
hallazgos previos sobre la induccion de procesos inflamatorios tempranos sino
también demuestra un aumento notable en el tamafio y tejido adiposo de las
larvas, lo que es consistente con los hallazgos de Luo et al., (2019), quienes
observaron un aumento en el reclutamiento de células mieloides en larvas

transgénicas alimentadas con dietas altas en colesterol.

Nuestros resultados indican que la dieta alta en colesterol promueve efectos
adversos significativos sobre la salud vascular en el pez cebra, incluyendo el inicio
de procesos inflamatorios y una mayor acumulacion de tejido adiposo. La
correlacion observada entre la inflamacion, la obesidad y la aterosclerosis en este
modelo zoolbgico ofrece una plataforma invaluable para futuras investigaciones
gue busquen desentrafiar los mecanismos moleculares subyacentes y explorar
intervenciones terapéuticas para enfermedades cardiovasculares asociadas a la

dieta.
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Por otro lado, los hallazgos presentados en este estudio amplian nuestra
comprension sobre el papel de la proteina C reactiva (PCR) en la fisiopatologia de
enfermedades cardiovasculares, particularmente en relacion con la inflamacion y
la aterogénesis. Coincidiendo con estudios en seres humanos (Amezcua—Guerra
et al., 2007), observamos que niveles elevados de PCR en larvas de pez cebra
alimentadas con una dieta alta en colesterol (FMDCOL) estan asociados con un
aumento de la inflamacién vascular, indicado por un incremento en la expresion
de marcadores inflamatorios como TNF-a e IL-1B (Luo et al., 2019). Los
mecanismos por los cuales la PCR contribuye al desarrollo y progresion de la
aterosclerosis son diversos y complejos. La capacidad de la PCR para unirse a
lipoproteinas alteradas y activar parcialmente el sistema del complemento, junto
con su propiedad de inducir la produccion de factor tisular por los macréfagos
activados, sugiere un papel central en la modulacién de la respuesta inflamatoria
y la cascada de coagulacion (Ballou et al., 1992; willams et al., 2004). Nuestros
resultados, que muestran un aumento significativo en los niveles de PCR en el
grupo FMDCOL en comparacion con el grupo control, respaldan la hipétesis de
que una dieta alta en colesterol induce una respuesta inflamatoria sistémica en
larvas de pez cebra. Este hallazgo es especialmente relevante dado que la PCR
se ha propuesto como un marcador potencial para predecir el riesgo de eventos
cardiovasculares adversos en humanos (Amezcua—Guerra et al.,, 2007). Sin
embargo, es importante destacar que la literatura existente no describe
especificamente los niveles de PCR en larvas de pez cebra, lo que resalta la
originalidad de nuestros resultados en este modelo animal. Aunque nuestros

resultados sugieren una asociacion entre la dieta alta en colesterol, la PCR y la
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inflamacion vascular, se necesita mas investigacibn para comprender
completamente los mecanismos subyacentes y sus implicaciones clinicas.
Los futuros estudios podrian centrarse en investigar las vias de sefalizacion
molecular que regulan la expresion de PCR en respuesta a dietas
hipercolesterolémicas, asi como en LOX-1, un receptor de captacion de lipidos en
macréfagos. Este receptor incrementa la absorcion de OxLDL cuando es
estimulado por citoquinas proinflamatorias y otros estimulos, promoviendo la
formacién de células espumosas. Ademas, podrian explorar intervenciones
terapéuticas potenciales dirigidas a mitigar los efectos adversos de la inflamacién

vascular en modelos animales y, eventualmente, en humanos.

En nuestro estudio, hemos investigado el perfil lipidico y sus implicaciones en la
aterogénesis en larvas de pez cebra alimentadas con una dieta rica en colesterol.
Nuestros hallazgos muestran que, a diferencia de lo observado en investigaciones
previas en peces adultos, no se observaron alteraciones significativas en los
niveles de triglicéridos, colesterol total, HDL y glucosa en las larvas de pez cebra
sometidas a la una dieta aterogénica durante un periodo de 10 dias. Al revisar la
literatura, encontramos que otros estudios en peces adultos han mostrado un
aumento en los niveles plasmaticos de triglicéridos y colesterol, asi como una
acumulacion ectopica de lipidos hepaticos en el pez cebra sobrealimentado con
una dieta alta en colesterol (Stoletov et al., 2019). Sin embargo, en nuestro
estudio con larvas de pez cebra (5 dias pos fecundacién), no observamos estos
mismos cambios en el perfil lipidico, lo que sugiere posibles diferencias en la

respuesta metabodlica entre larvas y peces adultos. Ademas, notamos que la
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diferencia en los niveles de glucosa entre los grupos fue normales en nuestros
estudio, en comparacion a otros autores como Stoletov et al., 2019 lo que podria
reflejar la corta duracion del mismo (10 dias de alimentacién). Esto nos lleva a
especular que el modesto aumento en los niveles de glucosa en sangre podria
representar alteraciones tempranas del metabolismo de la glucosa relacionadas
con la obesidad, pero no necesariamente una manifestacion completa de la

enfermedad.

Una posible explicacion para la discrepancia entre nuestros hallazgos y los de
estudios previos en peces adultos podria ser la edad de las larvas de pez cebra
en nuestro estudio y tiempo de alimentacion. Ademas, es posible que las larvas
no presenten las mismas respuestas metabodlicas que los peces adultos, lo que
podria influir en los resultados del perfil lipidico y glucosa. Para abordar estas
incertidumbres, proponemos realizar mas réplicas de analisis para el perfil lipidico
en larvas de pez cebra, asi como prolongar el periodo de alimentacion a 15 dias

para evaluar si hay alteraciones adicionales en el perfil lipidico.

Al realizar estudios histolégicos con SBB se vio una acumulacién de lipido en el
sistema vascular de las larvas alimentadas con un alto contenido de colesterol, lo

cual se correlaciona con el estado inflamatorio observado.

La aterosclerosis es una enfermedad cronica que afecta principalmente a las
arterias del sistema cardiovascular, pero también puede tener consecuencias en
el higado. La inflamacion crénica en el higado es un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades hepaticas, como la esteatosis hepatica no alcohdlica

(EHNA) y la esteatosis por hepatitis no alcoholica (EHNA), que se caracterizan
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por la acumulacion de grasa en las células hepaticas e inflamacion (Lahoz y
Mostaza 2007). Segun los resultados presentados en la figura 8 en donde fue
posibles niveles elevados de Aspartato Aminotransferasa (AST) y el tiempo de
protrombina (TP) en el grupo FMDCOL, lo cual estd asociada en humanos con
enfermedades hepéticas. Por otro lado, se observd concentraciones de LDH
aumentadas en FMDCOL que se han vinculado con lesiones hepéticas, como
necrosis, y alteraciones musculo esqueléticas (Moreno et al 2007). Estos
resultados indican posibles implicaciones para la salud del grupo FMDCOL,
destacando la importancia de estos marcadores en la evaluacion de la funcion
hepética, asi como su posible relacién con enfermedades cardiovasculares y en
consecuencia de la aterosclerosis temprana. Los resultados del perfil hepético y
lipidico por métodos calorimetros no han sido previamente descritos por otros
autores en larvas de pez cebra y representan las primeras evidencias de cambios

bioguimicos asociados a la dieta en este modelo animal.

Los hallazgos presentados en este estudio proporcionan evidencia de la
acumulacion de lipidos, en larvas de pez cebra alimentadas con una dieta alta en
colesterol (FMDCOL), en comparaciéon con los grupos de control FM y FMD. La
utilizacién del método de doble tincion (SBB+RO) y la extraccién de higados para
el analisis de gotas de lipidos reveld un aumento significativo en el tamafio de las
gotas de lipidos en el grupo FMDCOL, validado por el analisis de area con el
programa ImageJ. Estos resultados concuerdan con investigaciones previas que
sugieren que una dieta rica en grasas o colesterol puede inducir la acumulacién

de lipidos en el higado, lo que lleva a la esteatosis hepatica (Chen et al., 2018;
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Torres et al., 2015). La observacion de esteatosis hepética en larvas de pez cebra
expuestas a una dieta alta en colesterol es coherente con la comprension actual
de los efectos adversos de la dieta en la salud hepatica. Estudios en modelos
animales y humanos han demostrado que una dieta rica en grasas o azlcares
puede desencadenar la esteatosis hepatica, la obesidad y la resistencia a la
insulina (Torres et al., 2015). La acumulacién de lipidos en el higado, como
resultado de la sobrealimentacion con dietas altas en grasas o colesterol, puede
llevar a una serie de trastornos metabdlicos y aumentar el riesgo de

enfermedades cardiovasculares y metabdlicas.

Es importante destacar que nuestros resultados respaldan y amplian los hallazgos
previos al utilizar un método de SBB, doble tincion y perfil bioquimico para
caracterizar la acumulacién de lipidos de manera mas precisa y cuantitativa.
Ademas, nuestra observacién de esteatosis hepatica en larvas de pez cebra
alimentadas con una dieta alta en colesterol agrega evidencia adicional al papel

perjudicial de una dieta desequilibrada en la salud hepética.

En conclusién, nuestros datos respaldan la idea de que las larvas de pez cebra
alimentadas con una dieta alta en colesterol presentan una mayor acumulacion de
lipidos y procesos de inflamacion localizada y la presencia de esteatosis hepatica.
Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para comprender los efectos de
la dieta en la salud metabdlica y cardiovascular, y sugieren la necesidad de
intervenciones dietéticas para prevenir o mitigar los efectos adversos de la
esteatosis hepéatica, la aterosclerésis y las enfermedades cardiovasculares

derivadas, todas relacionadas con la dieta.
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A pesar de todas las complicaciones metodologicas propias de este trabajo,
comprobamos que efectivamente el tratamiento con una dieta alta en colesterol al
4%p/p (FMDCOL) en larvas de pez cebra, arroja resultados que indican una

enfermedad temprana de aterogénesis.

Este estudio marca un precedente respecto a nuevas formas de medir la
aterogénesis temprana, solucionando los problemas metodolégicos mencionados

en la cual se podria implementar como modelo de estudio en pez cebra.
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CONCLUSION

1. Se acepta la hipotesis planteada ya que nuestros resultados indican que
efectivamente las larvas de pez cebra inducida a una alimentacion elevada
de colesterol, presentan evidencias de aterogénesis temprana,
particularmente una acumulacion de lipidos e inflamacion vascular.

2. La investigacion subraya la importancia de la dieta y las condiciones
ambientales en la supervivencia de los peces cebra, destacando como la
gestion del entorno y la limpieza afectan su bienestar. Aunque no se
detectaron diferencias significativas en mortalidad entre los grupos
estudiados, se enfatiza la necesidad de optimizar la alimentacién y las
condiciones de manejo para mejorar la salud y supervivencia de las larvas
en cautiverio.

3. La obesidad también esta vinculada a otros factores que aumentan el
riesgo de aterosclerosis. Por lo tanto, el aumento en la talla en larvas de
pez cebra tratadas con la dieta aterogénica puede ser un reflejo de este
factores de riesgo, que es fundamental evaluar para prevenir la progresion

de la aterosclerosis y reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares.

4. La utilizacion de la tincion sudan black en nuestro estudio ha permitido
confirmar la induccién de procesos inflamatorios tempranos y una mayor
acumulacion de lipido en larvas alimentadas con dietas altas en colesterol,

alineandose con estudios previos.

70



5. El papel de la proteina C reactiva (PCR) en la patologia cardiovascular,
especialmente en relacién con la inflamacion y la aterogénesis. Nuestros
hallazgos respaldan la idea de que una dieta alta en colesterol induce una
respuesta inflamatoria sistémica en larvas de pez cebra, lo que podria
tener implicaciones significativas para el riesgo de enfermedades
cardiovasculares.

6. El perfil bioguimico puede ser utilizada como una herramienta para
monitorear la salud de las larvas de pez cebra, pudiendo detectar
variaciones previas, a la observacion de los signos clinicos de la
enfermedad aterosclerotica.

7. El perfil hepatico en larvas de pez cebra alimentadas con una dieta alta en
colesterol revelan niveles elevados de enzimas hepaticas como AST y
LDH, asi como un tiempo prolongado de protrombina, sugiriendo posibles
lesiones hepaticas y alteraciones musculares. Estos hallazgos resaltan la
importancia de estos marcadores en la evaluacion de la funcion hepatica y
muscular, y plantean posibles implicaciones para la salud, incluyendo
enfermedades cardiovasculares y aterosclerosis temprana.

8. La doble tincion (SBB+RO) emerge como una herramienta eficaz para
evaluar la acumulacion de granulos de lipidos en el higado de larvas de
pez cebra expuestas a una dieta alta en colesterol. Este método
proporciona una respuesta visual clara que indica la presencia y el
aumento de lipidos hepaticos, lo que respalda la asociacion entre la dieta

rica en colesterol y la esteatosis hepatica en este modelo animal
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9. Estos método de histologia ofrece una respuesta visual clara, facilitando la
investigacion sobre los efectos de la dieta aterogénica en la salud y
cardiovascular en este modelo animal en larvas de pez cebra.

10. Los desarrollos recientes en el estudio de la etiologia molecular de la
enfermedad cardiovascular y aterosclerosis, sugieren que el pez cebra
puede ser un buen sistema para modelar la enfermedad cardiovascular
humana y buscar farmacos para su tratamiento.

11. El pez cebra es un modelo de Ultima generacion para el estudio de
diversas enfermedades humanas, incluyendo a las enfermedades
cardiovasculares como la aterosclerosis, y su uso podria contribuir
significativamente al descubrimiento de farmacos mas eficientes y
confiables, con una menor tasa de abandono de fase temprana y tardia y

mayores tasas de éxito terapéutico.
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Eliminacién de material con residuos bioldgicos, quimicos o radioactivos.

ANEXO 1

Toda gestidén, manejo, acopio temporal y eliminacion de residuos provenientes del

proyecto se regiran por el manual de manejo de residuos peligrosos de la

Universidad de Concepcion y cumpliéndose el decreto supremo N°148/2003 —

“‘Reglamento sanitario sobre manejo de residuos peligrosos”. Y siguiendo las

indicaciones por MATPEL

CLASIFICACION Y MANEJO DE RESIDUOS BIOLOGICOS

Universidad de Concepcion
Tipo de Resid Definicion Al iento y Retiro Con dor o bolsa
Residuos Corresponden SOLO a tejidos humanos, Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Bolsa de
biolégicos restos de tejidos humanos, materiales ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®. autoclave =
(tipo 1) contaminados con fluidos humanos (sangre, amarilla @
orina) y restos de animales contaminados
con bacterias o virus patdgenos.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados a temperaturas inferiores a 4°C hasta | Caja - -
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, ser retirados por la unidad RESPEL o empresa externa®. cortopunzante A
bioldgicos escalpelos) que se han utilizado con fluidos amarilla ]
(tipo 2) y tejidos humanos o en disecciones de s |
animales contaminados con bacterias o o
| virus patdgenos.
Residuos bio- Corresponden a animales o restos de Deben ser almacenados en bolsas para residuos inertes color | Bolsa para
inertes animales de experimentacidn que NO estan | negro, resistente al volumen y peso del residuo, a | residuos inertes
(tipo 3) contaminados con bacterias o virus temperaturas inferiores a 4°C hasta ser retiradas por la unidad | color negro
patdgenos u otras sustancias peligrosas. RESPEL para su disposicidn final. En caso de que el residuo
corresponda a una muestra preservada, se debe separar de la
fraccién liquida (ej. formalina, aleohol), la que debe ser
| almacenada como residuo quimico.
Residuos Corresponden a materiales cortopunzantes | Deben ser almacenados en contenedores plisticos ded4 u g Contenedor
cortopunzantes | (agujas, lancetas, hojas de bisturi, kg, etiquetados como “Cortopunzante inerte”, hasta ser plastico4u 8 kg
inertes escalpelos) que NO han estado en contacto | retirados por la unidad RESPEL para su disposicién final
(tipo 4) con tejidos humanos, restos de tejidos
humanos, fluidos humanos (sangre, orina),
ni restos de animales contaminados con
bacterias o virus patdgenos.
Residuos Corresponden a materiales de cultivo que Deben ser entregados a la unidad RESPEL, SOLO después de | Bolsa de )
microbiolégicos | han estado en contacto con bacterias no ser inertizados mediante autoclave o desinfectados en un | autoclave
(tipo 5) patdgenas y que han sido inactivados por bafio con solucién de hipoclorite de sodio al 1% durante 1 | transparente o
esterilizacién con autoclave o por hora. En caso contrario, no se procedera con el retire. La | blanca (solo
desinfeccion en un bafio con solucién de unidad RESPEL entregara bolsas de autoclave solo cuando éste | para autoclave) =F
hipoclorito de sodio. sea el método utilizado de inactivacion.
(*) El retiro desde la Facultad de Medicina, Facultad de Odontologia, DISE y Centro RAI, serd una vez a la semana a través de empresa externa Stericycle y la unidad
RESPEL. El resto de las facultades que generen este tipo de residuos deberd gestionar retiro mensual a través de la unidad RESPEL.

Instructivo elaborade en colaboracion con la Facultad de Ciencias Biolégicas. Revisado 15-01-2015
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ANEXO 2

Doble tincion de larvas de pez cebra con Sudan Black B y RedOil
1. Fijar larvas en PFA 4% por 2h a temperatura ambiente (RT), o toda la noche
(ON) a 4°C.

2. Lavar en buffer fosfato salino (PBST) 3 veces por 5 min, en agitacion constante

(AC)

3. Teiiir con solucién de trabajo Sudan Black B filtrada (ideal 0,45 um) por dos
horas, en AC.

4. Lavar por 5 min con etanol 70%. Observar bajo lupa, y repetir solo de ser
necesario, en AC.

5. Lavar en buffer fosfato salino (PBST) 3 veces por 5 min, en AC.

6. Despigmentar en una solucién de KOH 1%/H202 3%, sin agitacion por 10-12
min.

NOTA 1: Usar solucién fresca, preparar justo antes de usar.

7. Lavar en PBS tres veces por 5 min, en AC.

8. Deshidratar en propilenglicol 75% por 10 min, en AC.

9. Deshidratar en propilenglicol 200% por 10 min, en AC.

10. Tefiir con solucién de RedOil al 0.5% en Propilenglicol 100% en AC, toda la
noche.

NOTA 2: Usar solucion filtrada (ideal 0,45 um) almacenada a RT en oscuridad.
Duracion aproximada en estas condiciones 5-6 dias.

11. Lavar con propilenglicol 100% por 15 min dos veces, en AC.

12. Rehidratar en propilenglicol 75% por 25 min, en AC.

13. Rehidratar en propilenglicol 50% por 25 min, en AC.

14. Almacenar en glicerol 80% a 40C en oscuridad.

NOTA 3: Usar todas las soluciones a temperatura ambiente.
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