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RESUMEN 

La glucosa es un carbohidrato esencial para el organismo, sin embargo, su toxicidad ha sido 

poco explotada experimentalmente. En el presente trabajo se analizó el daño inducido por 

la glucosa a nivel de la morfo funcionalidad retinal en el modelo larvario de pez cebra de 5 

días post fertilización (dpf). Se estimó un rango de concentraciones tóxicas (CT) de 

glucosa, y se evaluó a nivel morfológico la microvasculatura retinal y a nivel funcional la 

respuesta cognitiva a través del comportamiento locomotor y velocidad de nado bajo 

estimulo lumínico; todos estos parámetros contrastando grupos controles y tratados. El 

rango de CT de glucosa fue de 25, 30 y 45 mg/mL. Se obtuvo una reducción entre el 20% y 

60% en el área del globo ocular con pérdida de más del 90% de vasos hialoides, así como 

una reducción superior al 60% de la angulación, curvatura, longitud y distancia euclidiana. 

Se registró un aumento significativo entre 100% y 600% en el tiempo de respuesta al 

estímulo lumínico así como una disminución entre el 49% y 92% en la velocidad de nado. 

Estos hallazgos permitieron caracterizar el daño inducido por la acción tóxica de la glucosa 

a través de la respuesta cognitiva y el daño retinal en el modelo larvario de pez cebra de 5 

dpf, permitiendo visualizar así un vínculo entre la respuesta cognitiva y la estructura 

anatómica contribuyendo por tanto a la certificación del modelo larvario de pez cebra como 

eficiente en los estudios de la toxicidad aguda de la glucosa. 

Palabras clave: glucosa, toxicidad, pez cebra, respuesta cognitiva, microvasculatura ocular 

 

 



4 

 

I. INTRODUCCIÓN 

I.1 Planteamiento del problema 

El presente trabajo forma parte de las líneas de investigación que se vienen desarrollando 

en el Laboratorio de Microscopia del Instituto Anatómico “José Izquierdo” de la Facultad 

de Medicina de la Universidad Central de Venezuela, cuyo objetivo general es contribuir al 

conocimiento de la etiología de distintas patologías que afectan la calidad de vida en el 

humano. Para ello, el someter modelos animales de experimentación a la acción de agentes 

químicos, físicos y/o biológicos, catalogados como factores de riesgo para la salud en 

general, ha resultado de gran valor científico. En el laboratorio han sido evaluados agentes 

químicos de riesgo neurotóxico como la acrilamida (ACR) y agentes de riesgo 

hematotóxico como el flúor y el ozono (Álvarez, y col, 2017a, Álvarez, y col, 2017b, 

Álvarez, y col, 2017c). En esta oportunidad como factor de riesgo se introduce el uso de la 

glucosa, un carbohidrato esencial para el organismo cuyo consumo indiscriminado 

promueve la aparición de patologías como la conocida retinopatía, condición esta que ha 

permitido definir la denominada toxicidad de la glucosa; problemática poco explotada 

experimentalmente. En tal sentido, considerar los parámetros toxicológicos vinculados a la 

toxicidad de la glucosa resulta prioritario para los estudios experimentales que abordan la 

etiología de trastornos como la patología diabética considerada a nivel clínico como un 

verdadero problema de salud pública (Campos, 2012).  
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I.2 Glucosa 

La glucosa, un carbohidrato esencial para el organismo, ha sido categorizada 

conjuntamente con los lípidos, como uno de los principales combustible para el 

metabolismo celular. Esta puede encontrarse en dos formas, una de estructura lineal, 

reducida e inestable (Fig. 1A), en donde el grupo carbonilo se encuentra expuesto en el 

extremo carbono uno terminal. Esta característica le confiere una alta reactividad hacia los 

grupos aminos primarios de las proteínas, generando en ellas modificaciones estructurales y 

por tanto alteraciones en la funcionalidad de las biomoléculas (González y col, 2000). Una 

segunda de forma hexagonal, cíclica y de mayor estabilidad, producto de la reacción entre 

el grupo aldehído del carbono uno terminal y el grupo hidroxilo del carbono cinco (Fig. 1B) 

(Devlin, 2004). Cabe destacar que ambas formas, estable e inestable, se encuentran a 

disposición y en equilibrio en los organismos; equilibrio este que se ve alterado en ciertas 

patologías como la diabetes, promovida por una elevada concentración de la glucosa o 

condición de hiperglicemia y con la consecuente aparición de señales de acción tóxica 

como en la retinopatía.  

 

 

Figura 1. Molécula de glucosa. A. Aldosa, 

estructura lineal. B. Hemiacetal, estructura cíclica. 

Tomada y modificada de Devlin, 2004 
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I.3 Hiperglicemia y toxicidad de la glucosa 

La hiperglicemia, término médico asignado a los altos niveles de glucosa en sangre, es uno 

de los signos principales en el diagnóstico de la denominada condición diabética (Gleeson y 

col, 2007; Capiotti y col, 2014; Jung y col, 2016), que de acuerdo a la Asociación 

Americana de Diabetes, clínicamente es considerada cuando el nivel de glucosa en sangre 

para un individuo se encuentra alrededor de 7 mM, sobrepasando la concentración de 5 mM 

de un individuo sano (Giri y col, 2018). Dicha condición se encuentra asociada a su vez con 

efectos tóxicos a distintos niveles (Campos, 2012; Giri y col, 2018). A un primer nivel, en 

cuanto a las alteraciones cerebrales, que incluyen disfunciones cerobravasculares, así como 

efectos perjudiciales sobre la cognición, la transmisión sináptica y la plasticidad neural. 

(Bannier y col, 2015; Huang y col, 2017; Malone, 2016). Además, ha sido reportado que 

algunas afecciones psiquiátricas, como la depresión y la ansiedad, son altamente 

prevalentes en la condición diabética (Moulton y col, 2015; Purewal y Fisher, 2018). Esta 

asociación es bidireccional, donde las complicaciones diabéticas pueden provocar síntomas 

de ansiedad / depresión, así como estos trastornos cognitivos pueden aumentar el riesgo de 

aparición de la condición diabética (Gambeta y col, 2016; Vancampfort y col, 2015). Sin 

embargo, los mecanismos subyacentes involucrados en la relación entre la toxicidad de la 

glucosa, en la condición de hiperglicemia, y el trastorno cognitivo aún no se conocen bien. 

Por otra parte, el segundo nivel consiste en el efecto tóxico de la glucosa sobre distintos 

órganos, tejidos y tipos celulares (Campos, 2012; Giri y col, 2018). Así, en una condición 

diabética altamente revisada en la literatura como es la diabetes mellitus (DM) tipo 2, ha 

sido reportada la disfuncionalidad de las células β del páncreas, órgano regulador de la 

producción de insulina, caracterizada por cambios en la sensibilidad de los receptores de 



7 

 

esta hormona a nivel de los tejidos periféricos. Por otra parte, las células endoteliales 

capilares de la retina expuestas a condiciones de elevada concentración de glucosa, traen 

como consecuencia la denominada retinopatía diabética, generando alteraciones tales como 

microaneurismas, anomalías microvasculares, degeneración de la retina, neovascularización 

retiniana, hemorragia retiniana y vítrea, desprendimiento de retina traccional, e incluso la 

destrucción de los vasos sanguíneos (Robinson y col, 2012). En conjunto estas anomalías 

causan como resultado final, la pérdida parcial o total de la visión (Stehouwer, 2018). De lo 

antes expuesto resulta evidente que dentro de una condición de elevada concentración de 

glucosa y toxicidad de la misma, se destacan dos niveles relevantes de trastorno: el nivel 

conductual o cognitivo y el nivel anatómico, tisular y celular. Sin embargo, hasta donde se 

conoce, aún, la vinculación entre ambos niveles no ha sido claramente establecida. En este 

sentido, el uso de modelos animales de experimentación, podría contribuir con tal 

conocimiento, particularmente indagar sobre la toxicidad de la glucosa tanto a nivel 

conductual como a nivel morfológico tisular y celular (Mantilla, 2001; Giri y col, 2018).  

 

I.4 Modelo experimental  

Hasta la fecha, varias especies animales, incluidos ratones, ratas, gatos, perros, cerdos y 

primates no humanos, se han utilizado como modelos para proporcionar información 

valiosa sobre los aspectos tisulares, celulares y moleculares de diversas patologías 

(Robinson y col, 2012). Cabe destacar que entre los modelos más comúnmente utilizados 

en las investigaciones son los roedores pertenecientes a los géneros Rattus y Mus (Feit-

Leichman y col, 2005). Sin embargo, los altos costos, la escasez de reactivos, los 

parámetros bioéticos y la gran cantidad de tiempo invertido en el mantenimiento de estos 
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modelos clásicos, han generado la búsqueda de otros modelos de experimentación que 

permitan mejorar y establecer nuevos parámetros sin desmejorar la calidad de la 

investigación. En este sentido, cobra relevancia el modelo de pez cebra para la 

investigación biomédica, el cual viene marcando su pauta desde la década de 1960 gracias 

al biólogo George Streisinger de la Universidad de Oregón. Sin embargo, es solo hasta la 

década de los noventa cuando este modelo toma importancia a nivel experimental, debido 

al descubrimiento de la gran cantidad de similitudes genéticas, celulares, anatómicas y 

fisiológicas que comparte con los mamíferos (Tanguay, 2018).  

 

I.4.1 Pez cebra Danio rerio  

El pez cebra o Danio rerio es un pez teleósteo tropical de agua dulce, proveniente del 

sudeste asiático (India, Bangladesh, Nepal, Myanmar y Pakistán) perteneciente a la familia 

Cyprinidae. Su característica fenotípica distintiva es un patrón de pigmentación con cinco 

bandas horizontales en ambos lados del cuerpo que se extienden hasta la aleta caudal. El 

tamaño máximo alcanzado es de 5 cm en la etapa de adultez y exhibe un evidente 

dimorfismo sexual. La hembra presenta un abdomen abultado en donde se encuentran 

almacenados los huevos que son expulsados al momento de la reproducción, los machos 

son estilizados y de menor tamaño que la hembra (Fig. 2) (Espinosa, 2016; Arias, 2017). 

 

Figura 2. Dimorfismo sexual del pez cebra Figura 2. Dimorfismo sexual en el pez cebra. A. Hembra. B. Macho. Tomada y modificada de Forn-Cuni y 

col, 2015. 
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 Resulta relevante la alta progenie obtenida en cada puesta, el desarrollo embrionario 

extrauterino y la transparencia de los embriones. Estas características permiten un fácil 

manejo del modelo en el laboratorio, así como también la observación directa de los 

órganos con el uso de lupas y microscopios (Fig. 3) (Kari y col, 2007). 

 

 

Figura 3. Estadíos de desarrollo del pez cebra 

 

Este modelo ha sido enmarcado dentro del principio farmacológico de las 3R: el cual 

consiste en: reducir el número de animales necesarios en la experimentación para obtener 

la información deseada, refinar la evaluación de compuestos o sustancias a través de 

nuevos parámetros fisiológicos, así como podría reemplazar o ser un modelo alternativo a 

modelos experimentales de sistemas complejos como los mamíferos (Guerra y col, 2016; 

Jung y col, 2016). Gracias a este conjunto de características el pez cebra ha ganado una 

rápida aceptación como modelo animal de experimentación en numerosas áreas de 

investigación, principalmente en las áreas de farmacología y toxicología (Fleming y 

Alderton, 2013). 

Figura 3. Estadios de desarrollo del pez cebra. A. Embrión de 3 dpf. B. Larva 

eclosionada de pez cebra con 5 dpf. C. Pez cebra adulto. Tomada y modificada de Arias, 

2017. 
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I.4.1.1 Sistema cognitivo del pez cebra 

Desde el punto de vista cognitivo el pez cebra ha sido utilizado como un modelo en la 

neurociencia, ya que posee una variedad de cualidades que lo hacen particularmente útil 

para el estudio del comportamiento relacionado al estrés y la ansiedad (Kalueff y Cachat, 

2011). Entre estas cualidades se encuentra su alta sensibilidad a cambios en su entorno, 

incluyendo la exposición a depredadores (Stewart y col, 2013) en el cual larvas pez cebra 

evaden los ataques de peces cebra adultos con respuesta rápidas caracterizadas por giros en 

forma de C, los cuales le permiten acelerar el cuerpo e iniciar una natación rápida con 

dirección contraria ha dicho depredador. Así como también, larvas de pez cebra expuestas a 

feromonas de alarma (Lopez-Luna y col, 2017) presentan una estrategia de evitación de 

depredadores la cual consiste en disminuir el tiempo y la velocidad de nado. Por otra parte 

los estímulos visuales permiten obtener información respecto a las respuestas visual-

motoras y el sistema visual (MacPhail y col, 2009). En cuanto a la función de dicho sistema 

en respuesta a los estímulos, las larvas pueden encontrarse en condiciones naturales o 

expuestas a algún compuesto específico (MacPhail y col, 2009; Schnörr y col, 2009), 

dependiendo del tipo de investigación que se esté desarrollando. Particularmente los 

estímulos lumínicos, que consisten en cambios bruscos de luz u oscuridad que estimulan al 

órgano de la visión o globo ocular, generan una respuesta sobresalto la cual proporciona 

una medida rápida de la integración sensorial y motora larvaria, a través del periodo en el 

cual la larva responda a dicho estímulo (Ahmad y col, 2012), esta respuesta se incrementa 

en el caso de un evento aversivo, como una condición de ansiedad; mientras que disminuye 

por habituación o en presencia de ciertas drogas (Koch, 1999).  
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I.4.1.2 Sistema visual del pez cebra  

El sistema visual del pez cebra, particularmente el globo ocular es uno de los órganos de 

más fácil acceso, por lo cual ha sido utilizado como modelo en las investigaciones 

relacionadas a alteraciones en la arquitectura tisular, así como en investigaciones 

vinculadas con las discapacidades visuales ocasionadas por diversas patologías similares a 

las observadas en humanos (Gleeson y col, 2007). Esto se debe principalmente a la gran 

cantidad de similitudes tanto en el desarrollo ocular, así como en la composición de 

estructuras particulares como la retina y la microvasculatura entre el ser humano y el pez 

cebra (Richardson y col, 2017). 

I.4.1.2.1 Microvasculatura ocular del pez cebra 

La microvasculatura ocular del pez cebra se basa en una red de vasos hialoides, los cuales 

no se degeneran, sino que dan paso a una red vascular retiniana madura confinada a la 

superficie interna de la retina y el cristalino, similar a otros vertebrados (Kitambi y col, 

2009). Por otra parte, la vasculatura ocular de la mayoría de los mamíferos consiste en tres 

sistemas principales: vasculatura hialoide, vasculatura retiniana y vasculatura coroidea. En 

primer lugar se forma la vasculatura hialoide, la cual es posteriormente reemplazada por la 

vasculatura retiniana, dando como resultado un sistema vascular maduro constituido por 

dos redes de vasos sanguíneos separadas: la vasculatura retiniana y la coroidea. Aun con 

estas diferencias, es posible relacionar la microvasculatura retiniana del ser humano y el 

pez cebra a través de la presencia de pericitos y de la disposición de la red de vasos 

sanguíneos de la vasculatura retiniana (Fig. 4) (Álvarez y col, 2007).  
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Figura 4. Arquitectura microvascular del humano y del pez cebra. A. Estructura 

microvascular del ser humano. B. Estructura microvascular del pez cebra. Se destaca en 

rojo el nervio óptico central. Tomada y modificada de Andonegui y col. 2013;  Hashiura 

y col., 2017. 
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II. ANTECEDENTES 

La toxicidad de la glucosa generada a elevadas concentraciones o de manera crónica en una 

condición de hiperglicemia podría ser entendida como el daño generado por este 

carbohidrato a nivel cognitivo y a nivel estructural, particularmente blancos tisulares y 

celulares específicos (Robertson y col, 2003). Desde el punto de vista cognitivo, la 

conducta normal del modelo larvario de pez cebra ha sido caracterizada por una elevada 

actividad motora, incluyendo un variado repertorio de patrones motores que se pueden 

clasificar en giros y forma de nado. Los giros se caracterizan por ser: de escape rápido, 

típico de las respuestas de escape, es un giro con impulso acompañado de un posterior un 

nado rápido (Budick y O’Malley, 2000); de rutina; son lentos y carecen de la sacudida que 

a menudo acompaña a los giros de escape (Burgess y Granato, 2007); giros en J, consisten 

en múltiples contracciones unilaterales a un lado del cuerpo alterando lenta y 

moderadamente la orientación de la larva (McElligott y O’Malley, 2005). En cuanto a la 

conducta de nado, esta se caracteriza por ser: en ráfaga, nado rápido con flexiones de mayor 

amplitud (Gahtan y col., 2005) y de captura, formada por componentes locomotores más 

simples como giros de rutina y movimientos lentos (Borla y col, 2002). En distintas 

condiciones experimentales, como la exposición a compuestos de distinta naturaleza 

incluyendo la glucosa (Jin y col, 2016; Rahma y col, 2017) han sido reportadas alteraciones 

de estas características. Un ejemplo de ello se observa en larvas expuestas a  fungicidas 

(Andrade y col, 2016) las cuales disminuyen la velocidad de nado con ausencia de patrones 

de giros de movimiento rápido. Otra condición experimental es la prueba de luz/oscuridad, 

en las cuales el comportamiento larvario es caracterizado por un escape rápido o respuesta 

sobresalto asociada a la evasión de una potencial amenaza (Issa y col, 2011); esta respuesta 
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puede verse alterada o no al exponer dichas larvas a compuestos como la cocaína y el 

etanol (Irons y col, 2010).  Desde el punto de vista estructural la arquitectura microvascular 

ocular normal se encuentra caracterizada por una red de finos vasos hialoides primarios y 

secundarios dispuestos en forma de red alrededor de todo el globo ocular (Gestri y col, 

2012). En una condición de hiperglicemia o de elevada concentración de glucosa ocurre un 

engrosamiento significativo de los vasos sanguíneos retinianos, así como un aumento en la 

fragilidad de los mismos (Jung y col, 2016). Estos antecedentes referidos a cambios 

cuantificables en el comportamiento y en la estructura permiten entonces seleccionar al 

modelo experimental larvario de pez cebra, como eficiente  para abordar la posible relación 

entre la respuesta cognitiva y los cambios estructurales vinculados con el trastorno que 

genera la toxicidad de la glucosa.   

III. HIPÓTESIS 

Si se induce un daño retinal bajo distintas concentraciones tóxicas de glucosa en el modelo 

larvario de pez cebra, entonces el tiempo de respuesta a un estímulo lumínico, la velocidad 

y la trayectoria de nado, así como la estructura corporal, la estructura cráneo facial, él área 

y la microvasculatura ocular del mismo se vería alterada. 
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IV. OBJETIVOS 

IV.1. Objetivo General 

Analizar las características del daño morfo-funcional retinal generado por la 

toxicidad de la glucosa en el modelo larvario de pez cebra.  

IV.2. Objetivos Específicos 

IV.2.1. Estimar el rango de concentraciones tóxicas de la glucosa en el modelo 

larvario de pez cebra. 

IV.2.2. Describir el comportamiento locomotor larvario en respuesta a un estímulo 

lumínico bajo la condición de toxicidad generada por el rango de concentraciones 

tóxicas de la glucosa.  

IV.2.3 Describir la anatomía de la estructura corporal y craneal larvaria, así como la 

microvasculatura del globo ocular bajo una condición tóxica generada por el rango 

de concentraciones tóxicas de la glucosa.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

V.1 Manejo y mantenimiento del modelo animal experimental Danio rerio 

adulto bajo condiciones de laboratorio. 

Peces adultos, hembras y machos, fueron adquiridos en la tienda de mascotas 

Tropiacuarium, ubicada en la urbanización el cafetal, estado Miranda,. Para el 

mantenimiento y obtención del modelo larvario, se utilizaron dos acuarios de vidrio, ambos 

con una capacidad de 120 litros de agua, surtidos con filtros con carbón activado en su 

interior y una salida de aire para la filtración mecánica del agua (Rocha y col., 2002). Cada 

acuario presentó un uso definido; uno para la alimentación y descanso, y el otro para la 

puesta y recolección de huevos embrionados, este último denominado "paridera” (Fig. 5). 

Cada 15 días los acuarios fueron sometidos a mantenimiento con limpieza de paredes 

internas, filtros y recambio de agua limpia, filtrada, declorada y descontaminada con 

anticloro y azul de metileno marca KANTAL S.A, Para la obtención de huevos fertilizados 

y larvas, se establecieron dos grupos de peces.  Cada uno de ellos estuvo compuesto por 

hembras y machos con una proporción 2:1 respectivamente. Un grupo fue colocado en el 

acuario “paridera” y el grupo restante se mantuvo en el acuario de alimentación y descanso. 

Cada día estos grupos fueron intercambiados una vez  realizada la recolección de huevos. 

La alimentación consistió en una dieta rica en proteínas a través de comida seca para peces 

de acuario marca KANTAL S.A. 
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V.1.2 Puesta, obtención y limpieza de huevos fertilizados 

El grupo de peces que se colocó en el acuario de reproducción “paridera” fueron  separados 

en hembras y machos por una lámina de plástico con la finalidad de activar el cortejo al ser 

removida a tempranas horas del día, cumpliendo el ciclo 12 horas de luz, 12 horas de 

oscuridad. Se colocaron en el centro del acuario 6 recipientes medianos de vidrio que 

contenían pequeñas plantas artificiales como estimulantes para el desove y una malla de 

plástico para evitar el canibalismo. Una vez ocurrido el desove y la fertilización, los 

recipientes fueron retirados de la pecera y se procedió a la recolección de los huevos a 

través de un proceso de filtración mecánica con un tamiz metálico pequeño. Los huevos 

Figura 5. Sistema de mantenimiento y reproducción de pez cebra. A. Acuario de alimentación. B. Acuario 

de puesta y recolección de huevos embrionados. C. Características internas del acuario de puesta y recolección 

de huevos embrionados, se destaca lámina de plástico para la separación de los peces (rectángulo), grupo de 

peces machos (círculo) y hembras (óvalo) y los contenedores (flechas). Tomada de Arias, 2017. 
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obtenidos se transfirieron a una cápsula de Petri para facilitar los procesos de observación, 

selección, cuantificación y limpieza que se realizaron bajo el microscopio estereoscópico. 

Posteriormente fueron transferidos a otra cápsula de Petri que contenía agua de pecera.  

 

V.1.3 Selección de embriones 

Los embriones obtenidos de los peces cebra fueron incubados durante cinco días a 

temperatura ambiente. De manera interdiaria los embriones no viables se extrajeron y los 

embriones viables se transfirieron a una nueva cápsula de Petri con agua de pecera, esto se 

realizó para mantener elevada la viabilidad de los embriones. Transcurrido este periodo se 

procedió a la clasificación del estadio de desarrollo larvario correspondiente en términos de 

días post-fertilización (Kimmel y col, 1995). Las larvas fueron seleccionadas de 5 dpf para 

posteriormente ser utilizadas en bioensayos toxicológicos in vivo. 

 

V.2. Estimación del rango de CT de la glucosa 

Para determinar el rango de concentraciones tóxicas de la glucosa, se tomó como punto de 

referencia la concentración letal 50 (CL50) y el intervalo de confianza al 95%. Dichos 

valores permitieron establecer a partir de la mortalidad larvaria las concentraciones a las 

cuales la glucosa generó señales tóxicas.  

La CL50 es la concentración a la cual una sustancia genera la muerte del 50% de la 

población de los animales de experimentación expuestos a ella  (Gamez y Ramírez, 2008). 

Para la estimación de la CL50, fue necesaria la preparación de una solución stock de glucosa 

a una concentración de 50 mg/mL. Esta fue almacenada a una temperatura de  4° C hasta 
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ser utilizada. Posteriormente, se realizaron bioensayos de toxicidad aguda in vivo de flujo 

continuo con renovación interdiaria del medio en placas de 24 pocillos con una duración de 

72 horas de tratamiento. En cada pocillo se colocaron 5 larvas con 5 dpf en concentraciones 

ascendentes de glucosa; 10 mg/mL, 20 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL y 50 mg/mL con sus 

respectivos controles y por triplicado según el protocolo ZeGlobalTox (Cornet y col, 2017). 

Para ello se realizaron una serie de diluciones a partir de la solución stock de glucosa ya 

previamente preparada. Cada dilución fue añadida a un pocillo de una placa de 24 pocillos 

hasta alcanzar un volumen final de 1 mL. Los controles consistieron en 1 mL de agua de 

pecera filtrada. 

Al finalizar el tratamiento se verificó la mortalidad larvaria para cada concentración a 

través de la ausencia de la actividad cardíaca.  

    

V.3 Parámetros de análisis funcional 

V.3.1 Ensayos de respuesta motora a un estímulo lumínico 

Para este ensayo, se realizaron bioensayos agudos in vivo de flujo continuo con renovación 

interdiaria del medio en placas de 24 pocillos con una duración de 72 horas de tratamiento. 

Cada pocillo contenía 1mL de las CT de la glucosa, en los cuales fueron inmersas 5 larvas 

con 5 dpf; con sus respectivos controles y réplicas según el protocolo ZeGlobalTox (Cornet 

y col, 2017). Posteriormente se construyó una estación de trabajo para la ejecución de este 

bioensayo, la cual consistió en un microscopio estereoscópico SMZ800 Nikon con un 

aumento de 1.5x, una cámara de video Nikon E8400, un retroproyector Panasonic Video 

Imager WE-MV 180A y una cámara de 1 x 0.8 cm construida sobre un portaobjetos, allí 
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fueron colocadas de manera individual las larvas pertenecientes a cada uno de los grupos 

con la menor cantidad de medio posible, para ser aclimatadas en oscuridad durante 5 

minutos colocando sobre ella una pequeña tapa de aluminio oscura.  Transcurrido ese 

periodo se sometió a la misma a un estímulo de luz emitido por la base del retroproyector, 

registrándose con la cámara y el microscopio estereoscópico con un aumento de 1.5 X y 

durante 15 segundos los siguientes parámetros: tiempo de respuesta al estímulo, la distancia 

recorrida y la velocidad recorrida posterior al estímulo (Cassar y col, 2018). El esquema 

general se encuentra representado en la Fig.6. 
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Figura 6. Esquema de trabajo para el análisis funcional. A. Exposición de larvas de 5 dpf a las 

concentraciones de glucosa estimadas durante 72 horas. B. De manera individual las larvas son colocadas en 

la cámara de 1 x 0.8cm y aclimatadas en oscuridad durante 5min, posteriormente se someten a un estímulo 

de luz. C. El paso anterior y la toma de registro son realizados en la estación de registro que consta de una 

cámara, un retroproyector y un microscopio estereoscópico. D. Registro fílmico el cual posteriormente es 

llevado a un ordenador o computadora. E. Análisis de los registros fílmicos con los programas video tracker 

y Graph Pad Prism 6.  
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Para el cálculo de la velocidad alcanzada en los 15 segundos de registro, se calculó la 

distancia total recorrida con las siguientes fórmulas matemáticas: 

          
  

     
                                                      

                                                     

    |     |                                                             

Donde D es la distancia total recorrida por la larva y se calcula sumando las distancias 

recorridas en cada uno de los intervalos d, el cual se calcula restando el punto final xf del 

punto inicial xi 

 

A B

C

B

Figura 7. Análisis para determinar la distancia recorrida. A. Se muestra la imagen del video registro, el eje de 

referencia, barra de calibración del programa, así como también se destaca en rojo la trayectoria recorrida por la larva 

durante los 15 segundos de registro. B Se muestra encerrado por el recuadro amarillo la curva distancia vs tiempo. C Se 

muestra la ventana con los datos de tiempo y distancia recorrida por la larva del programa video-tracker que permitió el 

análisis de la distancia recorrida por la larva luego del estímulo. Fuente propia. 
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V.4 Parámetros de análisis morfológico. 

Como se indica en la Figura 8, una vez finalizadas las 72 horas de tratamiento y realizados 

los registros fílmicos,  las larvas se fijaron en paraformaldehído 4% durante 24 horas a una 

temperatura de 4°C en microtubos previamente identificados con el indicador toxicológico 

respectivo y el control. Transcurrido este periodo, en la misma estación donde se realizaron 

los registros fílmicos también se ejecutaron los registros fotográficos. En esta oportunidad 

fue necesario preparar 20 mL de agar sigma al 0.1% y añadir una gota del mismo luego de 

colocar a las larvas de manera individual en la cámara de 1 x 0.8 cm, de esta manera se 

mantuvieron fijas en posición dorsal, permitiendo un registro óptimo. Posteriormente 

fueron realizados los registros fotográficos a distintos aumentos, de 1.5 x para la 

morfometría corporal y de 5 x para la morfometría craneal. 
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Figura 8. Esquema del protocolo a seguir para el análisis morfo-anatómico.  A. Exposición de larvas de 5 

dpf a las concentraciones de glucosa estimadas: CT25, CT30 y CT45 durante 72 horas. B. Las larvas don fijadas 

durante 24 horas en paraformaldehído.  C. De manera individual las larvas son colocadas en posición dorsal en 

la cámara de 1 x 0.8cm y se le añade una gota de agar al 0.1% para mantenerla fija. D. La cámara es colocada en  

la estación de registro. E. Registro fotográfico el cual posteriormente es llevado a un ordenador o computadora. 

F. Análisis de los registros fotográficos con los programas ImageJ y Graph Pad Prism 6.0 
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V.4.1 Morfometría  Corporal 

Para el análisis morfométrico corporal, fue medida la distancia entre la boca de la larva y la 

punta de la aleta caudal. Las imágenes obtenidas fueron analizadas con el programa de 

análisis de imagen ImageJ (Rueden y col, 2017).  

V.4.2 Morfometría  Craneal 

Para el análisis morfométrico craneal, fueron medidas las distancias y ángulos aproximados 

de los cartílagos presentes en esta región., los cuales incluyen: el cartílago de meckel (M), 

cartílago palatocuadrado (PQ), y el cartílago ceratohial (CH), y las relaciones respectivas 

entre ellos. En cuanto a las distancias, las relaciones establecidas fueron las siguientes: PQ-

PQ, M-M, PQ-M y M-CH (Fig. 9A). Por otra parte, las relaciones establecidas para los 

ángulos fueron: PQ-M, CH, PQ-CH y M (Fig. 9B). Asimismo, el área de los ojos fue 

medida (mm
2
) (Fig. 9C).  

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema de las mediciones de la región craneal larvaria. A Distancias entre los cartílagos (mm) PQ-

PQ  (1), M-M, (2), PQ-M (3) y M-CH (4). B. Ángulos entre los cartílagos (°) PQ-M (1), CH (2), PQ-CH (3) y M 

(4) . C. Área ocular (mm2) 
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V.4.3. Arquitectura de la microvasculatura ocular  

Para el análisis morfológico del globo ocular fue necesaria su separación del resto de la 

larva. Una vez finalizado el tiempo de tratamiento con  el rango de CT de glucosa, las 

larvas fueron fijadas con parafolmadehído 4% durante 24 horas a una temperatura de 4°C 

en microtubos previamente identificados con el indicador toxicológico respectivo y el 

control. Transcurrido este periodo las larvas fijadas fueron llevadas a una placa 6 x 4 

pocillos en donde se procedió a realizar tres lavados de una hora cada uno con agua 

destilada. Posteriormente se sometieron las muestras a un tratamiento con tripsina a una 

concentración de (Sigma-Aldrich, E.U) a 37°C durante 80 minutos, esto permitió la 

separación de los tejidos. Se realizaron nuevamente tres lavados de una hora con agua 

destilada y con fuertes pipeteos ocurrió la disgregación de los globos oculares del resto de 

la larva. Finalmente, los globos oculares obtenidos fueron observados bajo el microscopio 

de fluorescencia OLYMPUS (IX71, Tokio, Japón) a una longitud de onda de 375-400 nm, 

permitiendo la cuantificación de los cambios en la microvasculatura ocular de larvas de pez 

cebra, donde se evaluaron y compararon los siguientes parámetros: ángulo, largo, curvatura 

y distancia euclidiana de los vasos hialoides retinianos (Fig. 10)  (Bozic y Tao, 2018).  

  

 Figura 10. Esquema de la biometría vascular 

cuantitativa. Tomada y modificada de Bozic y Tao, 2018 
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V.5 Análisis de datos 

Todos los registros fílmicos y fotográficos fueron analizados con los programas Tracker 

Video Analysis and Modeling Tools (Brown, 2019) e ImageJ (Rueden y col, 2017), 

respectivamente. Por otra parte, todos los datos obtenidos fueron analizados 

estadísticamente y posteriormente graficados con el programa GraphPad Prism versión 6.00 

para Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA.  

Los análisis estadísticos aplicados fueron los siguientes: método de Spearman – Karber 

para obtener los valores de CL50  de glucosa y su intervalo de confianza al 95%. Para los 

parámetros de tiempo de respuesta al estímulo lumínico, velocidad de nado, trayectoria de 

nado, estructura corporal y área ocular fue aplicado un análisis de varianzas (ANOVA) de 

una vía. Por último se aplicó un análisis de varianzas (ANOVA) de dos vías para el análisis 

de la estructura cráneo facial y la microvasculatura ocular. 

 

V.6 Bioética.  

Todos los experimentos realizados en este trabajo se llevaron a cabo de acuerdo a las 

directrices éticas de la Comunidad Europea Directiva del Consejo comunidades del 24 de 

noviembre de 1986 (86/609/CEE). 
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VI. RESULTADOS 

 

VI.1 Rango de concentraciones tóxicas de la glucosa 

El rango de CT estimado para la glucosa quedó expresado en tres concentraciones: 25, 30 y 

45 mg/mL. Dichas concentraciones fueron obtenidas a partir de la relación concentración-

respuesta en función de la mortalidad representada en una gráfica logaritmo de la 

concentración vs respuesta (Fig. 11).   

 

 

 

 

Figura 11. Curva concentración- respuesta de glucosa. Los datos se 

expresan como el valor promedio y la desviación estándar de 15 larvas por 

concentración y fueron analizados con el método Spearman- Karber 

(p<0.05)  
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VI.2 Respuesta cognitiva al estímulo visual 

VI.2.1 Tiempo de respuesta  

El tiempo de respuesta al estímulo lumínico aplicado, mostró un incremento significativo 

del 600% en la poblaciones larvarias tratadas con las CT30 y CT45 respecto al grupo control, 

mientras que para el grupo larvario expuesto a la CT25 el tiempo de respuesta fue similar al 

del grupo control, como lo muestra la relación entre el tiempo de respuesta en segundos y el 

rango de las CT de la glucosa (Fig. 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 

* 

Figura 12. Tiempo de respuesta vs concentración. . Los datos se expresan como el 

valor promedio y la desviación estándar de 15 larvas por concentración y fueron 

analizados con un ANOVA de una vía. Los grupos con asteriscos son estadísticamente 

diferentes con respecto al control. (p<0.05).  
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VI.2.2 Trayectoria de nado  

La trayectoria de nado de las larvas control fue registrado como un trazo circular de más de 

una vuelta completa cercana al borde o pared de la cámara de manera periférica luego del 

estímulo lumínico, como se resalta en la huella analizada (Fig. 13 A, A’). Las larvas 

expuestas a la CT25 (Fig. 13 B, B’), sin embargo luego del estímulo lumínico se registró un 

menor número de vueltas con pérdida en la orientación periférica. Por otra parte, el registro 

de la trayectoria de los grupos larvarios expuestos a las CT30 y CT45 se observa luego del 

estímulo lumínico una pérdida del 65% y del 85% respectivamente en el trazado de la 

trayectoria respecto al control (Fig. 13 C, C’ y D, D’).  

 

 

 

VI.2.3 Velocidad de nado 

La velocidad de nado luego del estímulo lumínico aplicado, mostró una reducción 

significativa, a mayor concentración de glucosa menor velocidad de nado con respecto al 

grupo control. Así cabe destacar que las poblaciones larvarias tratadas con el rango de 

Figura 13. Trayectoria de nado de los grupos larvarios durante el tiempo de 

registro. A, A’: Control. B, B’:  25 mg/mL. C, C’: 30mg/mL. D, D’: 45 mg/mL. 

Duración del registro: 15 segundos.  
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concentraciones tóxicas CT45, CT30 y CT25  mostraron una reducción del 92%, 73% y 49% 

respectivamente, como lo muestra la relación entre la velocidad de nado en milímetros por 

segundo y el rango de las CT de la glucosa (Fig. 14).  

 

 

 

 

 

VI.3 Respuesta anatómica 

La respuesta anatómica de las larvas tratadas con el rango de CT de la glucosa fueron 

determinadas por los cambios generados en dos niveles estructurales: estructura corporal y 

estructura craneal. En cuanto a las larvas pertenecientes al grupo control, la estructura 

corporal larvaria no se mostró alterada, así como tampoco se registró anomalías en cuanto a 

Figura 14. Velocidad vs concentración. Los datos se expresan como el valor promedio 

y la desviación estándar de 15 larvas por concentración y fueron analizados con un 

ANOVA de una vía. Los grupos con asteriscos son estadísticamente diferentes con 

respecto al control. (p<0.05).  
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la estructura craneal y al área superficial ocular (Fig. 15 A). Las larvas expuestas a la CT25 

de glucosa, por el contrario mostraron una pequeña curvatura en la aleta caudal, a nivel de 

la región craneal, ocurrió una reducción en las distancias y un aumento en los ángulos entre 

los cartílagos, así como una reducción del área de la superficie ocular, respecto a lo 

observado en el grupo control (Fig.15 B). El grupo larvario expuesto a la CT30 también 

mostró curvatura caudal con reducción de la longitud corporal, así como una pérdida de las 

distancias, ángulos y área superficial ocular, en comparación al grupo control (Fig. 15 C). 

Por último las larvas expuestas a la CT45, a diferencia del grupo control mostraron una 

curvatura caudal acentuada, acompañada de una reducción significativa de la longitud 

corporal. En cuanto a la estructura craneal las distancias y ángulos de los cartílagos 

presentaron reducciones y el área superficial ocular disminuyó de manera significativa (Fig. 

15 D). Cabe destacar que las alteraciones manifestadas en cada uno de los parámetros 

evaluados fueron proporcionales al incremento en el rango de concentraciones tóxicas de la 

glucosa, tal como se muestra en el registro fotográfico. 
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VI.3.1  Estructura  corporal  

Cuantitativamente, la reducción de la longitud corporal en los grupos tratados con el rango 

de concentraciones tóxicas CT45, CT30 y CT25 respecto al grupo control fue del 24%, 20% y 

18% respectivamente, como lo muestra la representación gráfica de la relación entre la 

longitud corporal en milímetros y el rango de las CT de la glucosa (Fig. 16). 

Figura 15. Registro fotográfico de larvas pertenecientes a cada uno de los grupos larvarios 

utilizados en los bioensayos de toxicidad aguda. A. Control. B. CT25. C. CT30. D.CT45. Las 

flechas señalan la curvatura caudal. 
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VI.3.2 Estructura craneal 

VI.3.2.1 Distancia entre los cartílagos  

En cuanto a la anatomía cráneo facial de la población larvaria, cuantitativamente la 

distancia entre los cartílagos PQ-PQ presentaron una reducción del 30% 26% y 25%, para 

las larvas tratadas con las CT25, CT30, CT45 respectivamente, respecto al grupo control. Así 

como la longitud del segmento correspondiente a dicho cartílago se redujo en un 8% y 12%  

para las larvas tratadas con las CT25 y CT30 respectivamente, mientras que para las larvas 

tratadas con CT45 aumentó en un 8% en comparación al grupo control. La distancia entre 

los cartílagos de M disminuyó respecto al grupo control en un 10% en los grupos larvarios 

expuestos a las concentraciones CT25 y CT45, y en un 15% para las larvas tratadas con la 

CT30. En cuanto a la distancia entre los cartílagos M-CH para las larvas tratadas con las 

Figura 16. Longitud corporal vs concentración. Los datos se expresan como 

el valor promedio y la desviación estándar de 15 larvas por concentración y 

fueron analizados con un ANOVA de una vía. Los grupos con asteriscos son 

estadísticamente diferentes con respecto al control. (p<0.05)  
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concentraciones CT25, CT30, CT45 disminuyó en un 28%, 32% y 36% respectivamente, 

como lo muestra la representación gráfica de la relación entre la distancia en milímetros y 

el rango de las CT de la glucosa (Fig. 17). 

 

 

 

VI.3.2.2 Ángulos entre los cartílagos 

El ángulo entre los cartílagos M-PQ aumentó respecto al grupo control en un 11%, 15% y 

30% para las larvas expuestas a las CT25, CT30, CT45 respectivamente. En cuanto al ángulo 

formado por los cartílagos CH en los grupos larvarios tratados con el rango de glucosa no 

mostró una diferencia significativa respecto al grupo control. El ángulo que se forma entre 

los cartílagos PQ-CH disminuyó en unas 6%, 4% y 2% para las larvas tratadas con las 

Figura 17. Distancia entre cartílagos craneales vs concentraciones de glucosa. Los datos se 

expresan como el valor promedio y la desviación estándar de 15 larvas por concentración y 

fueron analizados con un ANOVA de  dos vías. Los grupos con asteriscos son estadísticamente 

diferentes con respecto al control. (p<0.05) 
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concentraciones CT25, CT30, CT45 de glucosa respectivamente, en comparación al grupo 

control. Finalmente los cartílagos de M presentaron una angulación reducida respecto al 

grupo control, en un 17%, 20% y 23% con las concentraciones CT25, CT30, CT45 de glucosa 

respectivamente, como se muestra en la Fig. 18. 

 

 

 

VI.3.3 Área ocular 

 La población larvaria tratada con la CT45, mostró una reducción del 45% del área ocular 

respecto al control, mientras que las CT30 y CT25  mostraron ambas un valor de reducción 

igual al 32% respecto al grupo control, como lo muestra la relación entre el área ocular en 

milímetros cuadrados y el rango de las CT de la glucosa (Fig. 19).  

Figura 18. Angulación entre cartílagos craneales vs concentraciones de glucosa.  Los datos 

se expresan como el valor promedio y la desviación estándar de 15 larvas por concentración y 

fueron analizados con un ANOVA de dos vías. Los grupos con asteriscos son estadísticamente 

diferentes con respecto al control. (p<0.05). 
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VI.3.4 Arquitectura de la microvasculatura ocular. 

La microvasculatura ocular del grupo control se caracterizó por mostrar una red de vasos 

hialoides de distintas longitudes dispuestos de manera periférica en el globo ocular y 

conectados al nervio central como se muestra en el registro (Fig. 20 A). Sin embargo, el 

tratamiento de las larvas con las CT de glucosa estudiadas, ocasionó tanto la pérdida de los 

vasos hialoides cortos con la CT25 (Fig. 20B), los largos con el uso de la CT30 (Fig. 20C), 

así como la pérdida de la estructura de la red de dichos vasos, hasta la destrucción total de 

Figura 19. Área ocular vs concentración. Los datos se expresan como el valor 

promedio y la desviación estándar de 15 larvas por concentración y fueron 

analizados con un ANOVA de una vía. Los grupos con asteriscos son 

estadísticamente diferentes con respecto al control. (p<0.05) 
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la arquitectura característica a una CT45, incluyendo la conexión de los vasos con el nervio 

central (Fig. 20D). Además se observó la reducción progresiva de cada uno de los 

parámetros evaluados sobre los vasos hialoides, los cuales incluyen: el número, la longitud, 

la curvatura, el ángulo y la distancia euclidiana en grupos larvarios expuestos a las 

concentraciones tóxicas CT25, CT30 y CT45 respecto al grupo control. 

 

 

 

La biometría vascular presentó respecto al grupo control: pérdida en el número de vasos 

hialoides superior al 60% en todos los grupos tratados con el rango de CT. La longitud 

disminuyó respecto al grupo control un 83% en las larvas tratadas con las concentraciones 

CT30 y CT45 de glucosa, mientras que el grupo tratado con la CT25 mostró una reducción 

del 67%. La curvatura disminuyó en más de un 60% para las larvas tratadas con las CT30 y 

CT45 y aumentó un 10% para el grupo larvario tratado con CT25. La pérdida de los ángulos 

B 

C

 

D

 

Figura 20. Registro morfológico de la microvasculatura ocular de larvas 

de pez cebra. A. Larvas control, se destaca el detalle del nervio central y de 

los vasos hialoideos. B. Grupo larvario expuesto CT25. C. Grupo larvario 

expuesto a la CT30. D.  Grupo larvario expuesto a la CT45.  

A 
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entre los vasos hialodeos fue de 76% para las larvas tratadas con las  concentraciones CT30 

y CT45, y de un 60% para las tratadas con la CT30. Por último, la distancia euclidiana de los 

vasos disminuyó en un 67% en todos los grupos larvarios tratados con las CT de glucosa 

(Fig. 21).   
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Figura 21. Número de vasos hialoideos vs concentraciones de glucosa. Representación 

gráfica de la media aritmética de cada uno de los parámetros evaluados; largo (L), 

curvatura (C), Ángulo (A) y distancia euclidiana (E)  para cada uno de los grupos control y 

tratados de glucosa. .  Los datos se expresan como el valor promedio y la desviación 

estándar de 15 larvas por concentración y fueron analizados con un ANOVA de dos vías. 

Los grupos con asteriscos son estadísticamente diferentes con respecto al control (p<0.05) 
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VI. 4 Correlación entre las respuestas morfológicas y funcionales 

Este método estadístico permitió establecer de manera cuantitativa el posible vínculo morfo 

funcional. La relación entre la destrucción de la microvasculatura ocular y el aumento del 

tiempo de respuesta fue de uno, por lo tanto positiva e ideal. Por otra parte la relación entre 

la destrucción de la microvasculatura ocular y la reducción de la velocidad de nado fue muy 

cercana a uno  (Fig. 23). Por lo tanto, dicha relación también fue positiva (Fig. 23).  

 
Figura 22. Correlación entre la destrucción de la microvasculatura ocular vs el 

aumento del tiempo de respuesta a un estímulo  (p<0.5) 
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Figura 23. Destrucción de la microvasculatura ocular vs Reducción en la distancia 

de nado (p<0.5) 
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VII. DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos permitieron caracterizar el daño inducido por la acción de la 

glucosa sobre el modelo larvario de pez cebra de 5 dpf; caracterización definida a través de 

tres concentraciones tóxicas estimadas y a través de las distintas respuestas obtenidas a 

nivel cognitivo y las obtenidas a nivel de la microvasculatura ocular de la población 

larvaria expuesta al rango de concentraciones estimado.  

Respecto a las concentraciones tóxicas de glucosa estimadas en la presente investigación, 

los resultados mostraron tres concentraciones: 25 mg/mL, 30 mg/mL y 45mg/mL, sugeridas 

como tóxicas, ya que bajo su acción se presentaron las mayores y más significativas 

expresiones de daño sobre el modelo larvario de pez cebra. Los daños evaluados resultaron 

concentración-dependiente, siendo estos más acentuados a mayor concentración y por tanto 

mostrando mayor potencia (Rahma y col, 2017; Singh y col, 2019). 

De acuerdo a las distintas respuestas obtenidas a nivel cognitivo, cabe destacar que estas 

han sido descritas a través de parámetros como el tiempo de respuesta a determinados 

estímulos, el registro de la actividad locomotora a través del seguimiento de la trayectoria y 

la determinación de la velocidad de nado bajo distintas condiciones de experimentación. 

Una de las condiciones experimentales bastante explorada, ha sido promover condiciones 

de intoxicación con drogas de distinta naturaleza y bajo esa condición obtener respuestas a 

un estímulo lumínico (Macaulay y col, 2015). Así, larvas de pez cebra tratadas con 

pseudoalcaloides como la aconitina, molécula que presenta en su estructura grupos metilos, 

carbonilos e hidroxilos; muestran bajo esa condición, un tiempo de respuesta ante un 

estímulo lumínico, superior a los 5 segundos (Ellis y col, 2012). Por otra parte, larvas 

expuestas a inhibidores sintéticos de la nicotinamida fosforibosiltransferasa (NAMPT), 
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enzima catalizadora de la nicotinamida adenina dinucleótido (NAD), como los A-1466391, 

A-1459319 y A-145879, presentaron, bajo esa condición, respuestas diferenciales ante el 

estímulo lumínico. Así los dos primeros inhibidores muestran un tiempo de respuesta al 

estímulo de luz de 3 segundos; mientras que larvas expuestas al inhibidor A-1325236 

presentaron un tiempo de respuesta menor a 1 segundo (Cassar y col, 2018). También, 

sustancias como el etanol, con grupo hidroxilo altamente reactivo, han sido evaluadas 

(Irons y col, 2010). Así, el tiempo de respuesta al estímulo lumínico, bajo la condición de 

intoxicación con etanol, se presenta dependiente de la concentración; a mayor 

concentración de etanol aumenta el tiempo de aparición de la respuesta y viceversa. Sin 

embargo, este tiempo de respuesta en las larvas expuestas al etanol no supera al alcanzado 

con los tiempos expuestos anteriormente. En cuanto a los parámetros de trayectoria y 

velocidad de nado, bajo condiciones de intoxicación por sustancia químicas y posterior 

estimulación lumínica, cabe destacar que larvas de pez cebra, expuestas a fármacos 

estimulantes de la actividad del sistema nervioso como el pentilenotetrazol, molécula 

constituida por dos estructuras cíclicas y átomos de nitrógeno, bajo esa condición y luego 

de un estímulo lumínico presentaron una trayectoria de nado con orientación periférica y 

aumento significativo de la velocidad, mientras que larvas tratadas con un fármaco 

bloqueante de los canales de potasio como la 4-aminopiridina, molécula que presenta en su 

estructura cíclica un grupo amino reactivo, muestran igual trayectoria de nado con 

orientación periférica (Ellis y col, 2012). Comparando estos resultados presentados por 

otros autores con los resultados obtenidos en la presente investigación, se destaca un tiempo 

de respuesta promedio equivalente a 1.5 segundos, resultando aproximadamente un 50% 

por debajo del tiempo promedio de la respuesta expresados por otros autores. Por su parte, 

la trayectoria de nado con orientación periférica obtenida, coincidió con la descrita por 
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otros autores. Dicho comportamiento ha sido característico del trastorno de ansiedad en 

distintos modelos animales de experimentación (Prut y Belzung, 2003; Sousa col, 2006; 

Schnörr y col, 2012). En cuanto a la velocidad de nado obtenida en este trabajo, la misma 

coincidió con la reportada en larvas expuestas a agentes bloqueantes de canales de potasio.  

Por otra parte, las mismas condiciones experimentales de intoxicación con drogas han 

permitido describir la toxicidad a nivel anatómico a través del daño generado en órganos 

particulares como el globo ocular y la microvasculatura ocular, así como también a través 

de parámetros como la estructura corporal y la estructura craneofacial.  

Respecto a las expresiones de daño ocasionadas por distintas drogas en órganos particulares 

como el globo ocular han sido caracterizadas a través del análisis de la microvasculatura 

retinal (Wang y col, 2012). Así, larvas de pez cebra tratadas con compuestos ricos en 

grupos amino como la feniltiourea mostraron una reducción significativa del área de la 

superficie ocular (Li y col, 2012). Cabe destacar que la concentración de este compuesto se 

encuentra muy por debajo de las concentraciones de glucosa utilizadas en esta 

investigación.  

En cuanto a la microvasculatura ocular, larvas expuestas a compuestos orgánicos, así como 

derivados del benzimidazol (Kitambi y col, 2009) muestran una pérdida significativa de los 

vasos sanguíneos que componen la estructura microvascular ocular, así como las 

características de cada uno de ellos. Es importante resaltar que las concentraciones 

utilizadas en estas investigaciones se encuentran muy por debajo de las concentraciones de 

glucosa utilizadas en la presente investigación. También ha sido reportado con anterioridad, 

que la toxicidad de la glucosa genera cambios a nivel histológico y bioquímico. A nivel 
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histológico, se han reportado daños significativos sobre las distintas capas celulares que 

componen la retina; particularmente la reducción de la capa plexiforme interna (CPI) y el 

aumento de la capa nuclear interna (CNI), las cuales están compuestas por los núcleos y las 

conexiones sinápticas de las células de Müller, amacrinas y horizontales (Link y Collery, 

2015; Gleeson y col, 2017; Singh y col, 2019). A nivel bioquímico, se ha reportado la 

sobreproducción del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de óxido de 

nitrógeno. A pesar de no haber abordado en esta experimentación aspectos histológicos y 

bioquímicos de la toxicidad de la glucosa, es posible que dichos aspectos tengan alguna 

participación en los resultados obtenidos en esta investigación 

En cuanto a parámetros como la estructura corporal y la estructura cráneo facial, larvas de 

pez cebra tratadas con compuestos organofosforados ricos en grupos fosfato (Bridi y col, 

2017; Altenhofen y col, 2019) muestran una reducción significativa de la longitud corporal 

dependientes de la concentración. Cabe destacar que las concentraciones de estos 

compuestos se encuentran muy por debajo de las concentraciones de glucosa utilizadas en 

esta investigación. Por otra parte, el análisis cuantitativo de las alteraciones de la región 

cráneo facial de la población larvaria tratada con glucosa, concuerdan con reportes 

realizados por otros autores (Staal y col, 2018) demostrada con otro tipos de compuestos, 

entre ellos el 17-β-estradiol (Cohen y col, 2014). El uso de compuestos similares a la 

glucosa, han también apoyado la reevaluación de la cuantificación de la malformación del 

esqueleto inducida por estos agentes. Queda demostrado que las malformaciones 

esqueléticas del desarrollo pueden analizarse cuantitativamente sin tinción haciendo uso del 

análisis de imagen en programas como ImageJ en embriones de pez cebra de 5 dpf.  Las 

distintas mediciones de los segmentos así demostradas podrían por tanto a contribuir a 
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realizar la selección de los parámetros más representativos para el diagnóstico de 

malformaciones  esqueléticas. De igual manera al evaluar compuestos con posible acción 

óseo-tóxica. Así por ejemplo el uso del ángulo de Meckel-Palatocuadrado (M-PQ) podría 

ser más significativo. Evaluaciones adicionales podrían también resultar eficientes ya que 

podrían ser medidas con mayor precisión, considerando otras combinaciones entre los 

segmentos evaluados. Cabe destacar que el ángulo entre los cartílagos M-PQ obtenido en la 

presente investigación coinciden con el aumento del ángulo entre los cartílagos M-PQ 

dependiente de la concentración reportado por otros autores. 

Tales evidencias contrastadas con los resultados obtenidos en esta investigación han 

permitido clasificar a la glucosa como un agente tóxico de riesgo, si ésta es consumida en 

concentraciones significativamente elevadas. 
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 Por otra parte, el vínculo morfo funcional fue establecido entre la destrucción de la 

microvasculatura ocular y el aumento del tiempo de respuesta a un estímulo lumínico junto 

Figura 24.  Esquema comparativo entre diferentes compuestos tóxicos y la glucosa según las 

respuestas morfológicas y funcionales en larvas de pez cebra 

.  
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con la disminución de la velocidad de nado en el modelo larvario de pez cebra tratado con 

distintas concentraciones tóxicas de la glucosa. La relación entre las otras variables fueron 

muy pequeñas (resultados no mostrados), por lo tanto las únicas variables relacionadas en 

este vínculo son las nombradas con anterioridad.  
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VIII. CONCLUSIONES 

 El vínculo morfo funcional se estableció entre la destrucción de la microvasculatura 

ocular y el aumento del tiempo de respuesta a un estímulo lumínico junto con la 

disminución de la velocidad de nado en el modelo larvario de pez cebra tratado con 

distintas concentraciones tóxicas de glucosa. 

 La toxicidad ejercida por la glucosa a un nivel cognitivo y a un nivel anatómico es 

dependiente de la concentración. 

 El rango de concentraciones tóxicas de la glucosa generó un deterioro significativo 

en el comportamiento locomotor larvario 

 El rango de concentraciones tóxicas de la glucosa modificó la morfología corporal y 

de órganos específicos como el globo ocular, así como de estructuras particulares 

como la microvasculatura ocular de lavas de pez cebra  

 La respuesta morfo funcional de la toxicidad de la glucosa fue establecida a través 

del vínculo entre el daño retinal y la respuesta cognitiva, expresada en el modelo 

larvario de pez cebra tratado con distintas concentraciones tóxicas de la glucosa 

estimadas en la presente investigación. 

 El  modelo larvario de pez cebra de 5dpf podría certificarse como un modelo 

eficiente en el estudio de la toxicidad de la glucosa. 
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