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Resumen

Haciendo uso de la Calceina como técnica complementaria para visualizar Ca** por
fluorescencia, se examind la reserva de este importante ion en embriones
decoriontizados de Danio rerio de 24 hpf, incubados en una ClLso de 3 mmol/L de
Glucosa. La reserva de Ca** en los embriones control fue registrada en la region del saco
vitelino a través de una intensa fluorescencia verde, con distribucion homogénea y
centrada. En los embriones tratados con Glucosa, la intensidad de la fluorescencia
experimentd un cambio en su distribucion, presentandose con una localizacion dispersa y
asimétrica. Cuantitativamente dicho cambio se tradujo en un 40% menos en la intensa
fluorescencia emitida por la Calceina, sugiriéndose un compromiso entre la reserva del
Ca**y la condicién de un medio elevado en Glucosa. Dicho compromiso podria ser debido
a una redistribucion de la reserva del Ca**como consecuencia de un incremento en la
actividad metabdlica en los embriones de pez cebra tratados con este agente
metabolizante. Se pudo confirmar que el uso de una sonda fluorescente como la Calceina
podria servir como una herramienta de investigacion para visualizar posibles

movilizaciones del Ca*™, en situaciones patoldgicas como en el caso de la hiperglicemia.

Palabras claves: Calceina, Ca**, Glucosa, Danio rerio, pez cebra embridn

decoriontizado,
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Summary

THE CALCEIN AS MARKER OF Ca*t RESERVE ON Danio rerio EMBRYOS
INCUBATED IN HIGH GLUCOSE SOLUTION.

Using Calcein as a complementary technique to visualize Ca*t by fluorescence, the
reserve of this important ion was examined in decorionized embryos of 24 hpf, incubated
in Glucose LCso of 3 mmol / L.In control embryos the Ca** reserve was recorded in the
yolk sac region through acentered, homogeneous and intense green fluorescence
distribution. In the Glucose treated embryos, the intensity of the fluorescence underwent
a change in its distribution, presenting itself with a dispersed and asymmetric location.
This change quantitatively translated into 40% less fluorescence intense emitted by
Calcein, suggesting a compromise between the Ca ** reserve and the high condition
medium Glucose. This commitment could be due to a redistribution of Ca ** reserve as a
result of an increase in metabolic activity in zebrafish embryos treated with this
metabolizing agent. It was confirmed that the use of a fluorescent probe such as Calcein
could serve as a research tool to visualize possible mobilization of Ca **, in pathological

situations as in the case of hyperglycemia.

Keywords: Calcein, Ca **, Glucose, Danio rerio, Zebrafish decorionized embryo,
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Introduccion

Como es sabido, el Ca** representa un elemento indispensable en la mayoria de las
actividades fisioldgicas de los organismos vivos!. Particularmente, en los Gltimos afios, el
pez cebra Danio rerio, ha representado un poderoso modelo para estudiar los cambios
metabodlicos que influyen en la regulacion del Ca**, como en el caso de un modelo
hiperglicemico.? Haciendo uso de técnicas basadas en la Fluorescencia de Calcio Green-1-
dextrano y Rodamina B-isotiocianato-dextrano, ha sido comparada la actividad de este
importante ion entre embriones de Danio rerio AB de tipo salvaje y embriones mutantes
tipo hec3. Sin embargo, tratar de reproducir dichos procedimientos resulta altamente
oneroso. En el presente trabajo se hizo uso de la Calceina, un cromoforo fluorescente*
bastante accesible en la mayoria de los laboratorios de microscopia, para examinar una
posible reserva de ion Ca** en etapa embrionaria temprana de Danio rerio, bajo una
condicién de hiperglicemia inducida experimentalmente por la incubacién de embriones
decoriontizados en una solucion elevada de Glucosa, a una ClLso de 3 mmol/L. Cabe
destacar que la Calceina, también conocida como fluorexona, es un colorante
fluorescente con foérmula C3oH26N2013, que puede considerarse un derivado del
trifenilmetano y que ha sido ampliamente utilizada como un indice marcador® en
procesos de ingenieria del tejido oseo “in vivo”. Respecto al estadio de desarrollo del pez
cebra ubicado entre las 24 y 48hpf, se ha descrito una intensa actividad y control
metabodlico de las reservas del calcio.® Algunos autores, han demostrado que los
movimientos transitorios del Ca**, son generados fundamentalmente en el epitelio
superficial del saco vitelino’. Sin embargo, poco se conoce sobre qué condiciones
extrinsecas o intrinsecas pudieran comprometer esta caracteristica del estadio

embrionario.
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Materiales y Métodos

Embriones de Danio rerio decoriontizados.

Embriones de 24 hpf, obtenidos a partir de peces cebra adultos de cepa silvestre (Wnt),
adquiridos en casa comercial y cultivados en el Laboratorio de Microscopia del Instituto
Anatdémico “José Izquierdo”, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela, se
les fue removido el corion de forma manual, a través de estiramientos realizados con
pinzas de relojero. El corion, es la envoltura que actlia como barrera de permeabilidad y
que protege a los embriones en esta etapa del desarrollo®. Dicha remocién fue realizada
para exponer a los embriones, de manera directa, a las distintas soluciones de incubacién
en los respectivos protocolos de experimentacion.

Embriones incubados con Calceina(Cal)

La Calceina (Cal), es una sonda fluorescente que se une a iones libres como el Ca*+,
formando quelatos que se hacen visibles a través de la emision de fluorescencia verde
obtenida por excitacién a longitud de onda de 495 nm. Los embriones de pez cebra
desprovistos del corion, fueron sumergidos en una solucién de Cal de 1% Sigma-Aldrich,
C0875, Missouri, MO, EEUU, durante 10 minutos. Luego fueron lavados varias veces con
agua de pecera para eliminar la cantidad del colorante no fijado. El uso de esta sonda “in
vivo” podria estar actuando como un indicador positivo celular, permitiendo la recoleccién
de datos relacionados con el control de calidad para la viabilidad tisular y la mortalidad

celular del tejido epitelial de la regidn vitelina.

Embriones incubados en solucion de Glucosa (Glu)

Experimentos previos realizados en el laboratorio para la estandarizacién del modelo
larvario de hiperglicemia, han permito establecer, en larvas de 5 dpf, una concentracion
letal cincuenta de Glucosa (Glu-CLsp), de 3 mmol/L. Esta concentracién ha sido
seleccionada para analizar su vinculacién con la posible reserva de Ca** embrionario. Los
embriones fueron incubados en dicha concentracién durante 1 h a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo con Glu, las muestras controles y tratadas fueron incubadas
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durante 10 min en oscuridad, en la solucién de Cal, previamente descrita. Ambos grupos

(Caly Glu-Cal), fueron observados bajo el Microscopio de Fluorescencia Olympus IX71.
Analisis de Imagenes

Las sefales fluorescentes de ambas muestras, fueron registradas a través de tomas
fotograficas realizadas sobre el area del epitelio superficial del saco vitelino de los
embriones controles y tratadas (Cal y Glu-Cal). Dichas tomas fueron realizadas a igual
plano focal y en un aumento de 10x en un microscopio de fluorescencia Olympus IX71,
con irradiacién FITCA.exc 475-500 nm, excitaciéon y emisidn respectivamente. Los resultados
fueron obtenidos a partir de los analisis de imagenes realizados sobre las diferentes
fotografias y cuantitativamente expresados en histogramas de densidad obtenidos a

través los programas DP Manager y Programa Imagel.

Resultados

El decoriontizado manual de los embriones de 24 hpf, permitié exponerlos de manera
directa a la solucién Calceina y observarlos bajo iluminacién episcospica. En el grupo
control (Fig.1), fue posible visualizar un buen desarrollo del notocordio (flecha), una clara
porcion cefélica (doble flecha) y el evidente saco vitelino (asterisco), en el cual destaco
una densa zona oscura color café (Fig.1l.doble asterisco), que al ser sometida a
iluminacidn FITCA.exc 475-500 nm(Fig.1a), mostré correspondencia con una zona de intensa
fluorescencia verde, de mayor intensidad a nivel central (flecha) y un area periférica
vesicular (doble flecha). El andlisis de contraste de imagen (Fig.1a’), ratifico la
correlacién entre la zona densa café y la densa fluorescencia verde asi como la densidad
del marcaje representada en un histograma de densidad (Fig.3a). De igual manera los
embriones decoriontizados tratados con Glucosa (Fig.2.Glu-3mmol/), e incubados con la
solucion Calceina mostraron un buen desarrollo del notocordio (flecha), una clara porcion
cefalica (doble flecha) y el evidente saco vitelino. Sin embargo, bajo iluminacién
episcospica no se destacd la densa zona oscura color café (doble asterisco). Al ser

observados bajo iluminacién FITCA.exc 475-500 nm, (Fig.2a), se pudo observar una zona de
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fluorescencia verde dispersa (doble cabeza de flecha) y vesicular (cabeza de flecha),

ubicada en toda el area vitelina. El analisis de contraste de la imagen (Fig.2a’), ratifico la
zona de fluorescencia verde dispersa cuantificada en el histograma de densidad (Fig.3b),
a través del cual se pudo cuantificar una reduccion del 40% de la fluorescencia verde en

la regién vitelina.

Discusion

La diversidad de colorantes vitales disponibles que permiten, individualmente o
combinados, el analisis microscopico de multiples parametros celulares y subcelulares, ha
hecho de las sondas fluorescentes una estrategia versatil y eficiente para los estudios “in
vivo” e “in vitro” de la morfo-funcionalidad tisular y celular®. Cabe destacar que la
aplicacion de una sonda fluorescente como la Calceina permitié por una parte, hacer
visible la reserva de Ca** en el area vitelina de embriones de pez cebra de 24 hpf, y por
otra parte, demostrar que dicha reserva se ve comprometida al someter a la poblacién
embrionaria a un medio de elevada concentraciéon de Glucosa. En cuanto a la existencia
de la reserva de Ca*t, cabe destacar que estos resultados recuerdan los obtenidos por
otros autores, quienes a través de métodos mas sofisticados de mayor resolucién, han
descrito la reservas de Ca** como una zona de "especificacién regional" del Ca** que
regula una serie de eventos basicos del desarrollo durante el estadio de blastula en el pez
cebral®. Si esta “especificacion regional” del Ca**, pudiera corresponder a la visibilizada
por la Calceina en la presente investigacién, no podemos concluirlo. Sin embargo, fue
evidente una regionalizacidon del Ca**obtenida con el uso de la Calceina. Por otra parte, el
compromiso de esta reserva de Ca**ante una condicién de elevada Glucosa, también
concuerda lo planteado por otros autores, quienes a través de la medicion de algunos
intermediarios metabdlicos describen la movilizaciéon de reservas de Ca**. Asi, cambios
en el fosfatil inositol, comprometen la movilizaciéon del Ca**, en un modelo embrionario
de pez cebra'l. Dicho compromiso ha sido definido como un evento de centralizacion-

descentralizacién ventralizante de sefializaciones de Ca**. Por otra parte el complejo
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calcio-fosforo?, ha sido asociado con el desarrollo de calcificaciones vasculares en la

denominada Diabetes Mellitus. Si algunos de estos metabolitos se encuentran presentes
en la condicion de elevada concentracion de Glucosa estudiada, habria que demostrarlo
en futuras investigaciones. Sin embargo, resulto evidente que la condicién del medio
hiperglicémico utilizado en la presente investigacion, promovié cambios significativos en
la reserva del Ca** de los embriones tratados. Estos hallazgos experimentales han
permitido concluir que en un dafio hiperglicémico durante periodos tempranos del
desarrollo, comprometeria alguna reserva de este importante ion Ca**, como ha sido

sugerido en la presente investigacion.

RETEL Sertox © Copyright 2003



http://www.sertox.com.ar/modules.php?name=Content&pa=list_pages_categories&cid=10

[retel]

revista de toxicologia en linea

Fig.1. Reserva de Ca** en larvas de Danio rerio 24 hpf (Control). Se resalta
region vitelina (*), la region cefalica (doble-flecha), region caudal (flecha).
(Fig.1a), larvas incubadas en solucion de Calceina y observadas con FITCa.exc 475-
so0 nm. El analisis de contraste (Fig.1a’), destaca region densa (flecha) y area
celular en la periferia (doble-flecha) Microscopio de Fluorescencia Olympus
IX71. Objetivo 10X. Barra=250pm.

Fig.2. Movimiento de la reserva de Ca** en larvas de Danio rerio 24 hpf, tratadas
con Glucosa 3 mmol/L. Se resalta region vitelina (*), la region cefalica (doble-
flecha), region caudal notocorda (flecha). (Fig.2b), larvas tratadas, incubadas

en solucién de Calceina y observadas con FITC\.exc 475-500 nm- El analisis de
contraste (Fig.b’), destaca dispersion de la region densa (cabeza de flechas) y
del area celular (doble-cabezas de flecha). Microscopio de Fluorescencia
Olympus IX71. Objetivo 10X. Barra=250um.
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Fig.3. Histogramas de densidad. Control: Calceina (Fig.3a). Tratado: Glu-Cal
(Fig.3b. Se destaca la reduccion del 40% de la fluorescencia verde. Analisis de
Imagenes. Programa DP Manager y Programa Imagel. Microscopio de
Fluorescencia Olympus IX71. Objetivo 10X. Control n=10 tratado n=7.
Acumulacion de luminiscencia que cubre el area total de la regién vitelina en
255 pixeles.

Ca™ | 40%

Pixels Pixels
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