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Resumen

Los Aminoglicosidos, AG,son un grupo de antibidticos ampliamente conocidos por su
accion bactericiday toxica, cuyo efecto sobre el tejido dseo hasta el momento, ha sido
poco estudiado. La investigacidon tuvo como objetivo evaluar la toxicidad inducida por
Netilmicina, Gentamicina y Amikacina, asi como la posible accién osteotoxica vinculada
con los mismos, en el modelo larvario de pez cebra Danio rerio. Poblaciones larvarias de
5 dias post-fertilizacion, fueron seleccionadas al azar y tratadas con concentraciones
conocidas de AGs, durante 24, 48 y 72 horas, respectivamente. Se determiné la letalidad
de cada AGs, expresada como porcentaje de mortalidad en funcion de la concentracion y
tiempo de exposicidon. Adicionalmente, se describieron los cambios morfo-funcionales
inducidos por la Concentraciéon Toxica Cincuenta, CTso. Posteriormente, la poblacién de
larvas, control y tratadas con CTso, fueron coloreadas con Rojo de Alizarina (RA) para
establecer, a través de cambios en la intensidad de la fluorescencia del colorante, la
posible accidon de los AGs sobre el sistema déseo. Los AGs, presentaron una accion toxica
progresiva dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion. La torsion troncal
resulto predominate con el uso de Netilmicina y Gentamicina, mientras que la presencia
de coagulos a nivel cardiaco, la fue para Amikacina. Los elementos 6seos del esqueleto
craneofacial de las larvas tratadas, mostraron una reduccion en la intensidad del marcaje
con RA, con cambios en el histograma de densidad, en comparacion con los controles.
Los resultados sugieren un dafio sobre los elementos 6seos que conforman el esqueleto
craneofacial de las larvas, posiblemente vinculado con un proceso de desmineralizacion
promovido por estos AGs. Dichos resultados abren un camino hacia la inclusién de la
accion osteotoxica, como un severo dafio a considerar, durante la aplicaciéon de estos

antibidticos.

Palabras claves: Aminoglicosidos, antibidticos, osteotdxicidad, rojo de alizarina,

desmineralizacion, pez cebra Danio rerio.

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

Summary

AMINOGLYCOSIDES (GAs) TOXICITY ON CRANIOFACIAL BONE TISSUE
OFLARVAL ZEBRAFISH Danio rerio.

Aminoglycosides (GAs) are a group of antibiotics known for their bactericidal and toxic
action, whose effect on bone tissue so far, has been rarely studied. The aim of this
research was to evaluate the toxicity induced by the Netilmicine, Gentamicin and
Amikacin, as well as the possible osteotoxicity action associated with them,within the
larval ZebrafishDanio rerio model.Larval populations of 5 days post-fertilization were
randomly selected and treated with known concentrations of GAs for 24, 48 and 72
hours, respectively. Lethality of each GAs was determined in terms of percentage of
mortality as a function depending of the concentration and time exposure. Additionally,
the morpho-functional changes induced by toxic the concentration fifty (TC50) were
described. The population of larvae, control group and treated with TC50, were stained
with Alizarin Red (RA) in order to establish, through changes in the fluorescence intensity
of the dye, the possible action of GAs on the skeletal system. GAs presented a
progressive differential toxic action, depending on the concentration and exposure time.
The backbone torsion turned out to be predominantwhen using Netilmicin and
Gentamicin, as did the presence of clots at the cardiac level when using Amikacin. Bone
elements of the craniofacial skeleton of treated larvae ofZebrafishDanio rerio, showed a
reduction in the intensity of RA staining, with changes in the density histogram, in
comparison to controls. The results suggest possible damage of bone elements of the
craniofacial skeletonof the larvae, possibly linked with a demineralization process
promoted by these GAs. These results open a path to the addition of osteotoxicity action
as another source of severe damage to be considered during the application of these

antibiotics.

Keywords:Aminoglycosides, antibiotics, osteotoxicity, alizarin red, demineralization,

Zebrafish Danio rerio.
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Introduccion

Aminoglicésidos (AGs), como la Netilmicina, Gentamicina y Amikacina, son un grupo de
antibidticos comunmente prescritos para tratar infecciones bacterianas Gram -
negativas.'!Aunque no son un tratamiento de primera linea, estos AGs no han dejado de
ser utilizados, pese a que se ha demostrado que su aplicacibn causa severas
complicaciones en las células ciliadas sensoriales de los seres humanos y otros
mamiferos.?Su accion ototdxica, nefrotdxica asi como su accidén blogueante de la union
neuromuscular, han sido reportadas,3 “sin descartar su posible accion sobre el sistema
0seo, respecto al cual, hasta los momentos, son pocas y no muy claras las evidencias
experimentales que asi lo hayan reportado. En los Ultimos afios, el pez cebra Danio rerio,
ha sido definido como un modelo versatil y eficiente para el estudio delsistema déseo de
vertebrados, debido a la similitud que presenta con loshumanos en lo que respecta a la
estructura del cartilago y el hueso.> ¢ Particularmente, el esqueleto craneofacial de larvas
de pez cebraha sido ampliamente descrito en estudios anatomicos,”-®encontrandose que
la regidn craneofacial de las larvas estd formado por un conjunto de
huesosendocondrales e intramembranosos, que en conjunto van a constituir el esqueleto
faringeo, el neurocraneo y el dermatocraneoenel pez.°Como en la mayoria de los peces
teledsteos, el esqueleto faringeo estda conformado por una serie de arcos bien definidos;
entre los que destacan, el arco mandibular, el arco hioideo y los arcosbranquiales, que
han sido visualizados con el uso de tinciones cldsicas como la del Rojo de Alizarina.
°Dicho marcaje, ha sido de gran utilidad para la identificaciéon de los centros de
osificaciéon de la mano vy la region cefalica.!'2En el pez cebra, los centros de osificacion
han sido descritos a nivel del esqueleto faringeo, en donde se desarrollan y crecen a
partir de cartilagodurantela embriogénesis tardia,hasta sersubsecuentemente
reemplazado porhueso a los 5 dias postfecundacion. '3Estos sitios constituyen el origen
de los tejidos densos del hueso del esqueleto de los vertebrados.Entenderesta base
anatémica del esqueleto craneofacial en el estadio larvario del pez cebra, hace posible
evaluar la accidon de agentes xenobioticos de importancia terapéutica, por lo que en el
presente trabajo se propuso evaluar la accion de AGs, tales comola Netilmicina, la
Gentamicina y la Amikacina, asi como la posible osteotodxicidad vinculada con los

mismos,en el modelo larvario de pez cebra Danio rerio.
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Materiales y Métodos

Mantenimiento de los peces y produccion de larvas de pez cebra Danio rerio
Peces adultos de Danio rerio, tipo silvestre (wt) fueron mantenido en acuarios en el
Laboratorio de Microscopia Electréonica del Instituto Anatémico “José Izquierdo” de la
Facultad de Medicina de la Universidad Central de Venezuela, bajo condiciones
controladas de luz, temperatura y propiedades fisicoquimicas del agua, entre otras. “La
poblacion larvaria utilizada en la presente investigacion fueron obtenidas a partir de
peces cebra adultos machos y hembras, estimulados a través de ciclos de luz-oscuridad
de 10 horas y 14 horas,respectivamente, con la finalidad de inducir un apareamiento y
desove natural. °Los huevos fertilizados fueron asilados, seleccionados y mantenidos a
temperatura ambiente en placas de Petri con agua de pecera filtrada, hasta alcanzar un

estadio larvario de 5 dias postfertilizacién (dpf).

Bioensayo de toxicidad

Para los ensayos de toxicidad, se expusieronpor duplicado 10 larvas de pez cebra de 5
dpf, por pozo, en placas de 24 pozos, a diferentes soluciones de Netilmicina, Gentamicina
y Amikacina que contenian 15, 30 y 60 pg/mL de los respectivos AGs. Las soluciones
fueron preparadas a partir de antibidticos comerciales en presentacion de discos
hidrosolubles de concentraciones conocidas, siendo estas de30upg para Netilmicina y
Amikacina, y 10ug para Gentamicina. Luego de 24, 48 y 72 horas (h) de exposicidn,se
determind el nimero de larvas muertas por concentracion y se describieron los cambios
morfoldgicos observados mediante el microscopio estereoscopico. Los datos de muerte
larvaria fueron expresados como porcentaje (%) de mortalidad para cada AGs y
posteriormente graficados mediante el programa GraphPad Prism V.6. Losregistros de
mortalidad en funcién de la concentracion de AGs nos permitieron determinar la
Concentracion Letal Cincuenta (ClLso)* la DesviacidonEstandar (DE) a las 48 h de
exposicion, a través del Método Estadistico de Spearman-Karber. %A partir de dicha
estimacion,fue posible obtener el rango de concentracion subletal CLso ), considerada en
nuestra investigacion como la ClLso-DE, con un valor de confianza del 95%. Una vez
calculada la CLso ), larvas de 5 dpf fueron tratadas con dicha concentracién durante 48
horas, luego de lo cual fueron incubadas con una solucion de Rojo de Alizarina al 0.5%
durante 24 horas a temperatura ambiente y en oscuridad,’con la finalidad de evidenciar
los efectos de la CLso () sobre el esqueleto craneofacial de las larvas de pez cebra.
Posteriormente, las muestras fueron lavadas y fijadas sobre un soporte de agarosa al 2%
(Sigma Ha-9915) para luego ser observadas bajo el microscopio de fluorescencia

Olympus IX71, a una longitud de onda de excitacién entre 535 y 555 nm.
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Resultados

Los resultados obtenidos muestran que los AGs tiene un efecto toxico sobre larvas de pez
cebra Danio rerio, evidenciado por un comportamiento diferencial en lo que respecta a la
induccién de muerte en la poblacién larvaria tratada. En el caso de la Netilmicina (Fig. 1),
se obtuvo una mortalidad progresiva temporal en la cual altas dosis del AGs y largos
tiempo de exposicién provocan un incremento en el % de mortalidad de la poblacién
larvaria tratada. Se puede apreciar que a las 72 h de tratamientohay una respuesta lineal
donde se alcanza un 100% demortalidad independientemente de la concentracién de
AG,a diferencia de las 24 y 48 h, donde se puede apreciarque ocurre un aumento
progresivo de la mortalidad dependiendo de la concentracidon(Fig.1a). Por su parte, la
poblacidn larvaria sobreviviente a la CLso, estimada a las 48 h en un valor de 41,49 *
8,67 pg/ml, presento una Clso ) de 32,82 pg/ml. El andlisis morfolégico (Fig. 1b),
demostré cambios morfoldogicos predominantes a las 48 h, caracterizados en su mayoria
por curvatura troncal en 50% de la poblacién larvaria, asi como necrosis a las 72 h,
mientras que a las 24 h se observaron caracteristicas morfoldgicas similares a la de los
controles. En el caso de la Gentamicina, se registré6 una mortalidad progresiva
dependiente de la concentracién y el tiempo de exposicion, incluyendo a las 72 h de
tratamiento. La poblacidon larvaria sobreviviente a la CLso, estimada a las 48 h en un valor
de 41,03 = 7,80 pg/ml, presento una ClLso ) de 33,23ug/ml. Los cambios morfoldgicos
observados a las 24, 48 y 72 h fueron similares a los registrados con la Netilmicina, es
decir, a las 24 h de tratamiento parte de la poblacion larvaria presento caracteristicas
morfoldgicas similares a los controles, mientras que a las 48 h el efecto predominante en
el 50% de la poblacién fue la curvatura troncal pronunciada asi como la necrosis a las 72
h (Fig. 2b). En cuanto a la Amikacina, se registr6 de manera similar una mortalidad
progresiva siendo bastante evidente a mayores concentraciones, especificamente a las
48 y 72 h de exposicion (Fig. 3a).La poblacién larvaria sobreviviente a la Clso, estimada
a las 48 h en un valor de 45,00 + 13,05 pg/ml, presento una Clso () de 31,95ug/ml. Al
realizar el analisis morfolégico se pudo apreciar cambios morfoldgicos evidentes a las 24,
48 y 72 h de tratamiento, caracterizados en su mayoria por la presencia de coagulos
sanguineos a nivel del area cardiaca, curvatura troncal en menor proporciéon y necrosis,
respectivamente (Fig. 3b). Por su parte, la tincidon con el Rojo de Alizarina nos revelo una
posible accidén toxica de Netilmicina, Gentamicina y Amikacina sobre el sistema 06seo de
las larvas de pez cebra tratadas en comparacion con el control, que se pudo evidenciar
por una diferencias en la intensidad y en la cantidad de estructuras del esqueleto
craneofacial marcadas con la sonda fluorescente, la cual tiene la capacidad de unirse
especificamente a las moléculas de calcio presentes en los elementos 6seos de las
estructuras esqueléticas.'®En todos los casos se produjo una reduccion en la intensidad

de la fluorescencia, la cual se ejemplifica con el caso de la Gentamicina (Fig. 4), en
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donde el efecto de curvatura troncal fue mucho mas pronunciado. En este sentido, al

comprar morfolégicamente las larvas control (Fig. 4a) con las tratadas (Fig. 4b), se
puede apreciar una menor cantidad de estructuras 6seas marcadas asi como una menor
intensidad en el marcaje en las regiones correspondientes al arco mandibular (a), el
segundo arco hioides (b) y el tercer arco ceratobranquial (c). A mayor detalle se resalta
esta Ultima regidén en las larvas control (Fig. 4a’) y tratadas (Fig. 4b”"). El analisis
semicuantitativo con histogramas de densidad, nos permitid resaltar dicha diferencia

s

debido a las variaciones que se registraron entre larvas control (Fig. 4a” ") y tratadas

(Fig. 4b" ).

Discusion

Los resultados obtenidos en la presente investigacion permitieron demostrar, por una
parte, la accion toxica diferencial promovida por los AGs ensayados,en el modelo larvario
de pez cebra Danio rerio, como un proceso dependiente de la concentracion y del tiempo
de exposicion. Por otra parte, permitio inferir sobre la posible osteotodxicidad vinculada
con los mismos. Los resultados obtenidos corresponden con lostrabajos por otros
autores, ° quienes haciendo uso del modelo larvario del pez cebra han logrado evaluar la
toxicidad de una serie de antibidticos con diferentes polaridades. Con respecto a la accién
toxica de los AGs, cabe destacar, que la relacion concentracién-respuesta analizada a
través del estudio de la correlacion entre la mortalidad de los individuos expuestos y las
diferentes concentraciones ensayadas, permitié predecir una toxicidad diferencial
temporal asociada a cada uno de los AGs estudiados.Estos resultadosin vivo, concuerdan
con los resultados obtenidos in vitro por otros autores,?’quienes empleando altas
concentraciones de Gentamicina han logrado inducir la muerte de células aisladas tipo
osteoblastos, caracteristicas del tejido éseo.De igual forma, aplicando hidracidas sobre
lineas celulares de osteosarcoma humano,han obtenido una disminucién significativa en
la poblacién de osteoblastos, como efecto dependiente de la concentracién.?! El analisis
de esta correlacién invivoe in vitro, permite definir la muerte larvaria como un efecto
letal agudo inducido por los AGs, que es dependiente del tiempo de exposicién el cual
encontr6 su Optima expresion probabilistica a las 48 horas, asi como de la
concentracion.Adicionalmente, resulto interesante, que dicho efecto letal se expresara
dependiendo del AGs ensayado. Asi, de acuerdo a los resultados obtenidos, tanto la
Netilmicina como la Amikacina,fueron mucho mas propensos de promover la necrosis a
las 72 horas, a diferencia de como se pudo apreciar en las larvas tratadas con
Gentamicina. En cuanto a la estructura anatomica, la aparicion de curvatura trocal,
resulto mucho mas evidenteen aquellas poblaciones tratadas con Netilmicina y

Gentamicina, mientras que las de Amikacina resultaron en su mayor proporcién
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afectadas con dafio a nivel cardiaco. En cuanto a la osteotdxicidad vinculada con los AGs

ensayados, cabe destacar que esta accionquedo demostrada a través de unacontundente
disrupcion de la porcién craneofacial de las larvas tratadas, ejemplificadas con el uso de
Gentamicina. Dicha accién, posiblemente esta vinculada con la activacién de un proceso
de desmineralizacion debido a lapérdidade depdsitos calcio o alteraciones de la matriz
extracelular calcificada, presente en el tejidoque conforman los nucleos de osificaciénen
la linea ontogénica que da lugar al hueso o la estructura ésea.Como resulta evidente,
laosteotdxicidad reportada en la presente investigacion, podria ser entendida como la
activacion de un proceso de desmineralizacion por parte de la los AGs,quedando definida
como unarespuesta osteotdxica inducida por este AGs. Respuestas similares han sido
reportadas por otros autores,?? quienes haciendo uso de glucocorticoides de uso
comundurante largo periodo de tiempo, han registrado dano y malformaciones a nivel de
las estructuras dseas de las escamas de adultos de pezDanio rerio, asi como reduccion en
el proceso de mineralizacion de la matriz extracelular de estas estructuras, sugiriendo
que a partir de este modelo es posible evaluar el proceso de remodelacion y
mineralizacién o6sea.La deformacién craneofacial reportada en la presente investigacion
corresponde a las descritas por numerosos autores en estudios similares.?? 2%Hasta el
presente, poco se conoce sobre los mecanismos vinculados con dicho proceso
deosteotdxicidad y menos de los proceso de desmineralizacién inducida por AGs. Sin
embargo, la activacidon de rutas oxidativas ha sido reportada. 2°Si en la presente
investigacion ladesmineralizacion, sugerida como una accion osteotoxica inducida por los
AGs se encuentra mediada por rutas oxidativas, no ha sido posible establecerlo de
manera contundente, queda por tanto continuar indagando sobre las posibles viasa
través de las cuales se rige la osteotdxicidad vinculada con los AGs, Netilmicina,

Gentamicina y Amikacina.
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Fig.1a. Netilmicina induce mortalidad concentracion-tiempo dependiente. Cada punto corresponde al valor
promedio de 3 experimentos realizados por triplicado con un n=30 larvas por punto .
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Fig.1b. Morfologia de larvas control y expuestas a Netilmicina, a las 24, 48, y 72 horas de tratamiento. A las
24 horas las larvas presentaron similitud morfoldgica con los controles. A los 48 horas el efecto predominate
en el 50% de la poblacién fue la curvatura trocal (doble flecha). Mientras que a las 72 horas se registro el
100% de mortalidad. Se destaca el estado de necrosis larvaria (flecha).barra=0,5mm
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Fig.2a. Gentamicina induce mortalidad concentracion-tiempo dependiente. Cada punto corresponde al valor
promedio de 3 experimentos realizados por triplicado con un n=30 larvas por punto.

GENTAMICINA CT.,

Fig.2b. Morfologia de larvas control y expuestas a Gentamicina, a las 24, 48, y 72 horas de
tratamiento. A las 24 horas las larvas presentaron similitud morfoldgica con los controles. Sin
embargo el 10% presento acumulo sanguineo de la porcién abdominal (flecha). A las los 48 horas el
efecto predominate en el 50% de la poblacion fue la curvatura trocal pronunciada (doble flecha).
Mientras que a las 72 horas se registro el 100% de mortalidad, con 50% de la poblacién necrosada
(flecha) y presencia de trombo sanguineo en el resto de la poblacién. barra=0,5mm
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Amikacina
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Fig.3a. Amikacina induce mortalidad concentracion-tiempo dependiente. Cada punto corresponde al valor promedio de 3
experimentos realizados por triplicado con un N=30 larvas por punto.
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Fig.3b. Morfologia de larvas control y expuestas a Amikacina, las 24, 48, y 72 horas de tratamiento. A las 24
horas las larvas presentaron similitud morfoldgica con los controles. Sin embargo se destaca un 20% de larvas
con presencia de acumulo sanguineo en el drea cardiaca (flecha), que se incrementa a las 48 horas. A las los 48
horas el efecto predominate en el 50% de la poblacion fue la curvatura trocal pronunciada (doble flecha).
Mientras que a las 72 horas se registro el 100% de mortalidad, con la totalidad de larvas necrosada

(flecha).barra=0,5mm
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Fig.4. Registro fotografico de la anatomia de la region craneofacial de larva de 5dpf, control y tratada con Gentamicina. Microscopia de
fluorescencia de los nicleos de osificacion marcados con Rojo de Alizarina. En comparacion con el control (Fig.4a), en las larvas tratadas
se observa reduccion en la intensidad del marcaje con Alizarina en las regiones del arco mandibular (a), arco hioideo medio (b) y arco
hioideo caudal (c). Este ultimo de destaca a mayor aumento control (a’) y tratado (b°). La reduccién de intensidad del marcaje se
destacan en variaciones en los histogramas de densidad control (a”") y tratado (b"’).
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