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Resumo

Durante as Ultimas décadas o peixe cebra converteuse nun organismo modelo importante na
investigacion biomédica. Os avances técnicos permitiron xerar modelos de cancro en diferentes
organos do peixe cebra, mantendo unha gran semellanza coas caracteristicas de malignidade en
humanos, tanto histoloxica como xenéticamente. Este modelo revelou datos Unicos sobre a

patoxénese e progresion do cancro que, a través de experimentos tradicionais, non se obtiveron.

Peixe cebra, Cancro, carcinoxénese, Investigacion biomédica, xenotrasplante y transxénese

Resumen

Durante las Gltimas décadas el pez cebra se ha convertido en un organismo modelo importante en
la investigacion biomédica. Los avances técnicos han permitido generar modelos de cancer en
diferentes drganos del pez cebra, manteniendo una gran similitud con las caracteristicas de
malignidad en los humanos, tanto histolégicamente como genéticamente. Este modelo ha
revelado datos Unicos acerca de la patogenia y progresion del cancer que, mediante experimentos

tradicionales, no se habrian obtenido.

Pez cebra, cancer, carcinogenesis, investigacion biomédica, xenotrasplante y transgénesis

Abstract

Throughout the last few decades, the zebra fish has become an important model organism for
biomedical research. Technological advancements have allowed cancer models to be created in
different organs of the zebrafish, maintaining a high similarity with the malignancy features in
humans, histologically and genetically. This model has reveals unique data regarding pathogeny

and cancer progression, which through traditional experiments could not have been obtained.

Zebrafish, cancer, carcinogenesis, biomedical research, xenotrasplant y transgenesis
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1. Objetivos

Los objetivos de este trabajo estan dirigidos a recopilar el conocimiento existente acerca del
uso del pez cebra (Danio rerio) como modelo para el estudio del cancer. Se presentan las
caracteristicas bioldgicas principales de la especie y las claves de mantenimiento en laboratorio,
junto con otros aspectos relacionados con su éxito como organismo modelo. Por otra parte, se
pretende profundizar en los avances técnicos para la induccion de neoplasias en el pez cebra'y
presentar los principales estudios en los que el uso del pez cebra ha permitido progresar en el

conocimiento de los mecanismos implicados en el desarrollo del cancer.



2. Pez cebra;:

2.1 Biologia:
2.1.1 Origen:

El pez cebra es un pez de pequefio tamafio y de agua dulce originario del sur asiatico. Se
distribuye por los rios del centro y sur de Asia, incluyendo las cuencas del Ganges y Brahmaputra
y regiones como India, Bangladesh, Nepal, Pakistan, Butan y el norte de Myanmar (llustracién
1).
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lustracién 1. Distribucion del pez cebra en su hébitat natural desde 1868 hasta 2012 (Parichy, 2015).

2.1.2 Filogenia:

Es un pez teledsteo de clase actinopterigio perteneciente a la familia mas rica en especies, la
de los ciprinidos (Tabla 1).

Los linajes de los ciprinidos y los mamiferos se dividen hace aproximadamente 450 millones de
afios, y con otras especies de tele6steos como el pez globo (Tetraodon nigroviridis) hace 100
millones de afios (Nusslein-Volhard y Dahm, 2002).



Tabla 1. Clasificacion taxonémica del pez cebra.

Reino Filo Clase Orden Familia Género  Especie

Animalia Chordata  Actinopterygii Cypriniformes Cyprinidae Danio D. rerio

2.1.3 Morfologia:

Se trata de un animal de pequefio tamafio, oscilando entre los 3 y los 5 centimetros de largo
estandar (desde la punta del hocico hasta el limite posterior de la tltima vértebra o porciéon medio
lateral de la lamina hipural) y 1 centimetro de ancho, fusiformes y aplanados latero-lateralmente.

Tienen la cabeza pequefia y ovalada con la boca dirigida oblicuamente hacia arriba ya que, de
forma natural, se alimentan de insectos de la superficie del agua. Presentan prognatismo inferior
y 0jos centrales con pupila circular no visibles dorsalmente. El color aceitunado esta representado
por tres tipos de células, melanéforos azul oscuro, xantoforos dorados e iridéforos iridiscentes

(Praveenraj et al., 2017).

Tienen una linea lateral incompleta que Ilega hasta la base de la aleta pélvica. Ademas, poseen
dos pares de barbillas y lineas longitudinales de color azul, que le dan nombre a esta especie de
pez, y que varian en nimero de cinco a siete extendiéndose desde detras del opérculo hasta la
aleta caudal (llustracion 2).

En cuanto a las aletas, las anales y caudales poseen rayas parecidas, sin embargo la dorsal tiene

un color amarillento con bordeado blanco o un borde superior azul.

llustracién 2. Pez cebra con las lineas longitudinales caracteristicas (Rojas-Mufioz et al., 2007).

Existe dimorfismo sexual, los machos son de menor tamafio que las hembras, con aletas anales
mas grandes y amarillas y con una papila genital poco evidente. Las hembras, ademas de ser de
mayor tamario, tienen un vientre convexo y abultado, y una papila genital frente al origen de la

aleta anal. (Spence et al., 2007).



2.1.4 Ciclo de vida:

Es un animal oviparo con reproduccion externa, es decir, la puesta de huevos se realiza sobre
un substrato, al igual que el esperma. Las hembras suelen poner entre 100-200 huevos por
semana, aunque pueden llegar a producir miles de huevos. Su tasa de fecundidad es alta, de
aproximadamente el 90% (Kimmel et al., 1995; Vargas-vargas, 2017).

Al encontrarse en un clima monzénico se creia que la reproduccién dependia de la llegada de
lluvias. Pero al observar 6vulos maduros en hembras en estaciones secas, se especuld que la
reproduccién podria estar influenciada, en mayor medida, por la disponibilidad de alimento y la

iluminacidon (Spence et al., 2007).

El 6vulo fecundado es visible a simple vista a través del corion y a partir de €l, se produce un
embrién rapidamente (llustracion 3). Un dia después de la fecundacién ya se evidencia un corazén
latiendo y un sistema nervioso en funcionamiento. A los 2 dpf (dias post fecundacidon) el embrién
empieza a pigmentarse y su sistema inmunitario innato es funcional, aunque el sistema inmune

adquirido se desarrolla al rededor de 4-6 semanas tras la fecundacién (Brown et al., 2017).
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llustracién 3. Imagenes del ciclo de vida del pez cebra desde las 0 hpf (horas post fecundacion)
hasta las 72 hpf (Rojas-Mufioz et al., 2007).

Los huevos eclosionan entre los 4 y 7 dpf liberando larvas con movilidad. Con un mes se les
considera juveniles y con tres meses ya pueden reproducirse de manera continuada llegando a

vivir 5 afios en condiciones dptimas de laboratorio (Spence et al., 2007).



2.2 Pez cebra como organismo modelo

El pez cebra es un animal ornamental de acuarios domésticos que en los ultimos afios se ha
convertido en un organismo modelo en la investigacion médica. George Streisinger fue el primer
cientifico que defendio la posibilidad de investigacion génica con este modelo (Streisinger et al.,
1981).

Desde entonces su uso se ha incrementado de manera exponencial debido a las ventajas que
presenta en comparacion con otros modelos utilizados como el de los roedores. Danio rerio es de
menor tamafio, su fecundidad es alta, la fertilizacion es extrauterina, su embrion es trasparente y
su sistema inmune adaptativo no se desarrolla hasta las 4-6 semanas, sobreviviendo hasta entonces
Unicamente con el sistema inmune innato. Ademd&s, su manipulacion y mantenimiento en

cautividad es sencillo (Berghmans et al., 2005; Liu y Leach, 2011; Novoa y Figueras, 2011).

Ademas comparte la mayoria de la organizacion anatémica y celular con los mamiferos y se ha
demostrado que el 70% de genes humanos tienen por lo menos un gen ortélogo en esta especie.
Por otro lado, el porcentaje aumenta hasta un 82% si hablamos de genes ort6logos a los genes

relacionados con enfermedades humanas (Howe et al., 2013).

2.2.1 Condiciones de laboratorio optimas para la reproduccion del

pez cebra

El pez cebra presenta una amplia tolerancia a condiciones ambientales. Pero para asegurar
una cria eficiente, es importante mantener un correcto protocolo de mantenimiento. De esta
manera la energia ira destinada en mayor proporcion al crecimiento, produccién de gametos y

funcién inmunoldgica, en lugar de a la homeostasis (Lawrence, 2007).

Temperatura

Danio rerio puede vivir en un amplio rango de temperatura a pesar de ser un animal
poiquilotermo, carente de mecanismos reguladores de la temperatura. La temperatura puede
influir en la mayoria de los procesos bioldgicos y quimicos, por lo que es un factor abiético de

gran importancia.

Un estudio mostr6 que un pez cebra aclimatado, tanto salvaje como transgenico RFP (Transgen
de la proteina roja), presentan una temperatura maxima similar, de aproximadamente 40°C y una

minima de 6°C (Cortemeglia y Beitinger, 2005). Sin embargo, el rango en el que se han observado
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mejores resultados reproductivos ha sido de 22-30°C (Lawrence, 2007) y con una temperatura de

28.5°C se produce una 6ptima incubacién y crecimiento (Kimmel et al., 1995).

pH

El pH es un coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad de una solucién acuosay es otro
factor importante a tener en cuenta, ya que también influye en procesos bioldgicos y en la
formacion de las biopeliculas microbianas necesarias para la supervivencia del pez cebra. En los

sistemas de recirculacion cerrada el rango optimo es 7-8 (Masser et al., 1999).

En un estudio de Zahangir et al. (2015) se comprob6 que, con un rango de pH de 6.8-7.4 el pez
cebra pone una media de 20 huevos mas por dia que con un pH &cido y 42 huevos mas que con
un pH basico. Por lo que para tener unas elevadas tasas de descendencia serd necesario un correcto

control de este parametro en el acuario.

lHHluminacién

En los peces cebra se ha observado un patron de comportamiento diurno con tres picos de
actividad. Uno justo después de la iluminacidn, otro al comienzo de la tarde y el altimo al final
del ciclo de luz.

Es recomendable contar con sistemas de iluminacion para que haya ciclos de luz y de oscuridad
de aproximadamente 12 horas (Vargas-vargas, 2017) ya que el mayor volumen de desove y la
reproduccion se producen al principio del dia (Blanco-Vives y Sanchez-Vazquez, 2009).

Dureza

La dureza es la concentracion de minerales en una determinada cantidad de agua, especialmente
de calcio y magnesio (Lerga y O' Sullivan, 2008). Los peces necesitan estos iones, en especial el
calcio, ya que es necesario para la osificacion, la coagulacion de la sangre y como sustancia de
sefializacion (Koolman y Roéhm, 2012). Ademas, puede influir en el sistema regulador del pH 'y

producir patologias por déficit o exceso.

En el caso de utilizar, en acuarios de sistema cerrado, métodos amortiguadores de pH como
bicarbonato de sodio (sin adicion de sales de calcio 0 magnesio) o formas cristalinas de carbonato
calcico se deberé prestar atencion a la variacion de la dureza, aumentando o disminuyendo segun
lo que se haya adicionado. El origen del agua sera otro factor a tener en cuenta, pues dependiendo
de la naturaleza geoldgica del suelo y del area estos valores varian (Ministerio de medio ambiente,
2000). En el caso de utilizar agua destilada se deberdn adicionar sales de magnesio y calcio para

obtener los valores recomendados de 50-100 mg/ L (Avdesh et al., 2012).
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Salinidad

La salinidad es la medida de la concentracion total de todos los iones disueltos en el agua. Para
una correcta actividad celular y desarrollo de procesos fisioldgicos es necesaria una homeostasis
osmotica. En los vertebrados terrestres los mecanismos reguladores son principalmente los
rifiones, sin embargo, en los vertebrados acuéticos, las branquias son el érgano principal
extrarrenal en la homeostasis idnica/osmotica.

Estos dos 6rganos presentan analogias. Los ionocitos de las branquias (responsables del transporte
de varios iones) son similares a las células transportadoras del rifion de los mamiferos (Hwang y
Chou, 2013).

El pez cebra al vivir en agua dulce es hiperosmatico con el medio, lo que significa que tiene una
concentracion de sales mayor en el interior celular que en el exterior, tendiendo a ganar agua y
perder sales por difusion a través de la piel y las branquias. Gracias a los mecanismos
osmorreguladores excretan orina diluida a la vez que transporta iones a la sangre a través de las

branquias (Evans et al., 2005; Lawrence, 2007).

Este proceso supone un costo energético reducible si se expone a su nivel 6ptimo de salinidad,
0.5-1 g/L. Una manera eficiente de monitorizar el total de s6lidos disueltos en agua es valorando
la conductividad electrolitica de la solucién, suponiendo un rango de referencia de 300-1500 S

(Avdesh et al., 2012) y un valor 6ptimo, el méas cercano a 500 uS (Varga, 2011).

Oxigeno disuelto

El medio de los peces cebra debe contener una cantidad minima de oxigeno para que el
intercambio gaseoso con la sangre se pueda producir de modo adecuado. La cantidad demandada
sera dependiente del tamafio, actividad, temperatura y alimentacién del pez cebra entre otros
factores. Ademas, las condiciones de agua también afectaran a la cantidad de oxigeno, de modo
gue a mayor temperatura 0 a mayor cantidad de sales disueltas, disminuye la proporcion de

oxigeno disuelto disponible

Una cantidad mayor de 6.0 mg/L se considera Optima para un buen desarrollo vital (Avdesh et
al., 2012), aunque lo méas conveniente es mantener los niveles de oxigeno préximos a la saturacion
(Lawrence, 2007).
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Nitratos, nitritos y amonio

Danio rerio excreta amoniaco fundamentalmente a través de las branquias y, en menor medida, a
través de los rifiones y heces en forma de urea (Wilkie, 2002; Bucking et al., 2013). Este
compuesto también puede ser producido por descomposicion de alimento no consumido o peces
muertos. En la naturaleza, teniendo en cuenta el volumen de agua por pez y su disolucion, el
amoniaco no representa un problema, sin embargo, en los acuarios su presencia debe ser
controlada, ya que puede causar lesiones en mucosas y epitelios, llegando a ser letal en casos
graves (Varga et al., 2011).

Para eliminar el amoniaco en sistemas de recirculacion cerrada se utilizan dos géneros de
bacterias: las Nitrosomonas y las Nitrobacter. Las Nitrosomonas, por la reaccién quimica de
oxidacion, producen nitritos (NO2) a partir de amoniaco. Este compuesto sigue siendo téxico, ya
que no se ve influido por el pH del acuario y produce la transformacién de hemoglobina en
metahemoglobina dando como resultado metahemoglobinemia e hipoxia (Evans et al., 2005;
Revsbech et al., 2006).

Las bacterias Nitrobacter oxidan el nitrito a nitrato (NOs). El nitrato es el menos téxico de los
compuestos nombrados y se eliminara por cambios de agua, aunque una parte lo asimilan plantas
y bacterias. Otro paso que puede darse es la desnitrificacion anaerdbica en el filtro o en el sustrato,
produciendo gases toxicos que deberian evitarse (llustracion 4) (Roberts y Palmeiro, 2008;
Revsbech et al., 2006).

En conclusion, el agua de los acuarios de sistema cerrado debera ser renovada periddicamente
manteniendo bajos los niveles de amoniaco, amonio, nitrito y nitrato (Andrews et al., 2003; Evans
et al., 2005; Varga, 2011).

NO,

llustraciéon 4. Ciclo del Nitrogeno (https://acuariosleuka.es/blog/?p=45).
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Densidad

La densidad es un factor importante en la acuicultura. EI hacinamiento puede causar estrés
cronico, disminucion de la tasa de crecimiento, cambios en la alimentacion, comportamiento
social y funcién inmunoldgica y, por lo tanto, repercutir negativamente en la salud del animal
(Wilkie, 2002).

El pez cebra presenta gran diversidad en su comportamiento social dependiendo de la zona

geografica, variando su agresividad y preferencia de nimero de individuos (Ruhl et al., 2009).

Pavlidis et al. (2013) relacionaron el cortisol en agua con el estrés y expusieron al pez cebra a
diferentes situaciones estresantes. Los niveles de cortisol frente al hacinamiento aumentaron de
13 a 21 veces en comparacion con los controles. Ademas, valoraron las preferencias que
mostraban por los fondos del acuario. Se concluy6 que el pez cebra adulto, en laboratorio,
presenta menor estrés con fondos transparentes o negros y una densidad de 10 individuos por 2

litros de volumen de agua.

Otro dato relevante a tener en cuenta es que los peces expuestos a situaciones estresantes durante
breves periodos de tiempo pueden mostrar valores elevados de cortisol de manera crénica, por lo

gue es importante evitar los factores estresantes lo maximo posible (Pavlidis et al., 2013).

Alimentacion

Danio rerio es una especie a la que le gusta
cazar, pues en libertad son depredadores. Se ha
demostrado, analizando el intestino de 120 peces
al mes durante 12 meses, que su dieta se basa en
crustaceos bentdnicos y planctonicos, gusanos,
dipteros, hemipteros, himendpteros, coledpteros,

larvas y huevos. Ademaés, se encontraron

filamentos de algas y fitoplancton (Spence et al.,
2007).

Se pueden alimentar con comida viva o comida

industrial procesada. La comida procesada lHustracion 5. Individuo de Artemia
. . . (https://www.kobo.com/at/es/ebook/artemia-salina).
consiste en mezcla de materiales biologicos como

pescado, subproductos del pescado, extracto de proteinas vegetales o cereales. La viva, sin

embargo, la componen algunas especies de zooplancton, como Artemia (llustracion 5).
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Artemia es un género de crustaceos branquidépodos que viven en medios hipersalinos. Los huevos
pueden transformarse en quistes cuando las condiciones no son favorables. Estos quistes son lo
gue se explotan para su comercializacién, ya que al adicionarlos al medio se rehidratan, y junto

con la iluminacién y oxigenacion eclosionan en 24 horas.

Es importante no sobrealimentar a los peces, asi como desalar el alimento que se haya conservado
en salmuera, como los camarones, para evitar un aumento de nitratos en el agua que pueda
perjudicar la reproduccién e incluso la viabilidad de los animales (Spence et al., 2007; Avdesh,
etal., 2012).

Ademas de la dieta, en la optimizacion de la alimentacidn, también influyen parametros como la
frecuencia y la cantidad. Estos pardmetros pueden tener gran repercusion en su aprovechamiento
e influir en las tasas de crecimiento y produccién de gametos (Lee et al., 2005).

Por ello, es importante tener un buen protocolo, tanto si se alimentan hasta la saciedad como en

funcidn a su peso corporal.

Teniendo en cuenta los pardmetros citados se podra obtener una buena cria para los estudios de

investigacion (Tabla 2).

Tabla 2. Condiciones éptimas del agua para el pez cebra (Adaptado Avdesh et al., 2012).

Parametro Rango 6ptimo
Alcalinidad 50-150 mg/L CaCO3
pH 7.3-75

Temperatura 26-28.5°C

Dureza 50-100 mg/L CaCO3
Amoniaco no ionizado <0.02 mg/L

Nitrato (NO3-) <50 mg/L

Nitrito (NO2-) <0.1 mg/L

Oxigeno disuelto >6.0 mg/L

Salinidad 0.5-1¢g/L
Conductividad 300-1500 pS

14



2.2.2 Genoma

Para el estudio de enfermedades genéticas humanas en el pez cebra ha sido necesario conocer
y comprender su genoma. Gracias a la secuenciacion de 26.000 genes se ha podido comparar y
calcular que el 70% de genes humanos tienen por lo menos un gen ortlogo en esta especie y
aumenta a un 82% si hablamos de genes ort6logos relacionados a enfermedades (Collins et al.,
2012; Howe et al., 2013).

El proyecto de secuenciacion gendmica se inicio en el afio 2001 por Wellcome Trust Sanger
Institute de Cambridge y en 2002 se publico el primer borrador. Se inspiraron en la técnica “clon
por clon”, utilizada en el genoma del raton y del humano. El ensamblaje Zv9, de 1.412 gigabases
(Gb), se ha originado a partir de la mezcla de técnicas de secuencia de clon terminada de alta
calidad (83%) y secuencia escopeta de genoma completo (WGS)(17%). La primera consiste en
fragmentar el genoma en grandes porciones y secuenciarlo a partir de pequefios clones
superpuestos para posteriormente ordenarlos. Por otro lado, la WGS consiste en fragmentar
aleatoriamente el acido desoxirribonucleico (ADN), clonarlo y almacenarlo segun su tamafio para
su posterior secuenciacion y ordenamiento mediante el mapa meiético SATmap (Kasahara et al.,
2007; Howe et al., 2013).

Finalmente, en este proyecto, estudiaron los genes codificantes de proteinas para obtener una
descripcion mas completa. Utilizaron diferentes técnicas como la secuenciacion de ADN
complementaria de lectura corta de alto rendimiento o la generacion de genes Ensembl (Vilella et
al., 2009; Howe et al., 2013).

Actualmente en la secuencia
GRCz11 (Genome Reference
Consortium  Zebrafish  Build
11), realizada por Genome
Reference Consortium (GRC)
(Hustracién 6), se han incluido
1000 secuencias de clones
terminadas y han resuelto mas

de 400 problemas de genoma.

Por ello se le reconoce como el = . :
llustracion 6. Figura que simula los 25 cromosomas del pez

genoma de referencia del pez cebra, donde en azul se representa la secuencia terminada, en
amarillo la secuencia escopeta y en negro los scaffolds
cebra, y se puede acceder (yns:/ww.sanger.ac.uk/science/data/zebrafish-genome-project).

gratuitamente mediante diversas
plataformas como el National Center Biotechnology Information (NCIB) (Genome Reference
Consortium, 2017).
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3. Pez cebray cancer

El término “céncer” abarca una variedad de condiciones gue tienen en comun el crecimiento
incontrolado y la proliferacion de células huésped, frecuentemente en detrimento del hospedador.
Se relaciona con desérdenes en los mecanismos genéticos que controlan el crecimiento o division
y diferenciacién celular. Por lo tanto, se puede considerar el cancer como una enfermedad

genética de células sométicas (Dobson y Duncan, 2014).

La Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM) sostiene que el cancer constituye una de las
causas principales de morbilidad y mortalidad del mundo. La incidencia, conforme a los datos
obtenidos por el proyecto Global Cancer Observatory (GLOBOCAN), estd aumentando. En el
2012 se estimaron 14 millones de casos y en el 2018 esta cifra se ha incrementado hasta 18.1
millones. En las proximas dos décadas se prevé, gque estos valores sigan aumentando, llegando en
2040 a 29.5 millones (llustracion 7) (SEOM, 2018).

Es por ello por lo que muchas investigaciones enfocan sus estudios hacia el conocimiento y

tratamiento del cancer.
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llustracion 7. Incidencia estimada de tumores en la poblacién
mundial para el periodo 2018-2040 para ambos sexos. El eje "x"

representa los afios y el eje "y" nimero de casos
Fuente: GLOBOCAN 2018 adaptado

Existen diferentes factores que determinan la aparicion de una neoplasia como los factores

genéticos y epigéneticos.

16



3.1 Factores genéticos:

Los cambios producidos en las células tumorales son consecuencia de la disfuncion de ciertos
grupos génicos: oncogenes, genes supresores de tumores y genes de reparacion del ADN. La
combinacion de estos tres grupos de genes se encarga de controlar los mecanismos de

proliferacion, diferenciacion y muerte celular (Wogan et al., 2004; Dobson y Duncan, 2014).

Los oncogenes promueven la proliferacion y se activan en las etapas tempranas del desarrollo
embrionario, pero su funcién se va atenuando a medida que el individuo se desarrolla. Si se alteran
en estructura o expresion daran lugar a una activacion sostenida independiente de estimulos de
progresion del ciclo celular, aumentando la tasa de proliferacion y manteniéndose en las células
hijas. Solo es necesaria una mutacién para que un oncogén pueda contribuir al desarrollo del
tumor (Land et al., 1983).

Los genes supresores de tumores realizan un control negativo sobre la proliferacion de las células,
deteniendo el ciclo celular o activando vias que den lugar a la muerte celular programada. Es
necesario que se inactiven ambas copias, una por cada alelo, para que pueda desencadenar en un

tumor (Ferreira'y Milén, 2015).

Los genes de reparacidn se encargan de reparar los dafios que se puedan producir en el ADN como
mutaciones puntuales, translocaciones, deleciones, amplificaciones o inversiones. De esta manera
se mantiene la estructura y la integridad del ADN, y se verifica que se transmita en esas
condiciones a la siguiente generacion. Cuando esas alteraciones no puedan ser reconocidas o
reparadas por los genes de reparacion, las células tenderan a acumularlas y se transmitiran a la
siguiente generacién. Es necesario que los genes presenten dos mutaciones para que se induzca

una neoplasia, como en el caso de los genes supresores de tumores (Herrera y Granados, 2013).

3.2 Factores epigenéticos:

El proceso epigenético consiste en la modificacion heredable del ADN o de las proteinas que
afectan a la expresion de los genes o a la estructura de la cromatina sin afectar a la secuencia del
ADN.

Estos cambios provocaran un aumento o una disminucion de la expresion génica al facilitar o
dificultar la union de las proteinas encargadas de transcribir el gen. Tres ejemplos de estos factores
podrian ser la metilacion del ADN (grupo metilo unido a la citosina), modificacion de las histonas

0 de la actividad de los micro-ARN (acido ribonucleico). Estos cambios, a diferencia de las
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mutaciones, si pueden ser revertidos para restaurar la funcién de las vias de control de células

malignas o premalignas. Ademas, el conocimiento de estos cambios del ADN supone una fuente

de informacion para la deteccion, diagndstico y prondstico del cancer (Jones y Baylin, 2002;

Sapienza e Issa, 2016).

3.3 Proceso de la carcinogénesis:

El proceso de carcinogénesis puede dividirse en iniciacion, promocién y progresién. La

iniciacion consistiria en un cambio permanente y heredable del ADN. La promocion es un proceso

reversible en el que se acumulan otras alteraciones y finalmente la progresion es cuando las

celulas alteradas genéticamente crecen y proliferan invadiendo tejidos adyacentes y pudiendo

desembocar en metéstasis (Jones y Baylin, 2002).

3.4 Células tumorales:

Las células tumorales presentan ciertas caracteristicas comunes: capacidad ilimitada de

proliferacion, independencia de factores de crecimiento extracelulares, insensibilidad a sefiales

que producirian la apoptosis, angiogénesis, capacidad de invasién, capacidad de evadir el sistema

inmunitario y cambios metabolicos con preferencia por la glucdlisis (Tabla 3).

Tabla 3. Capacidades adquiridas de células cancerigenas (Adaptado Dobson y Duncan.,

2014).

Aptitudes adquiridas

Ejemplo del mecanismo

Autosuficiencia en sefiales de crecimiento

Genes ras transmiten sefiales de estimulo
desde receptores de crecimiento; proteinas ras
hiperactivas mutantes se observan en el 25% de

los canceres humanos

Insensibilidad a sefales de anti crecimiento

Evasion de acciones de factor beta de
transformacion del crecimiento (TGF-B). Una
sustancia que puede parar el crecimiento de
células a través de la inactivacion de receptores

de superficie celulares o pérdida del gen p15
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Potencial ilimitado de replicacion La activacion de la enzima telomerasa
confiere un fenotipo inmortal a las células

cancerigenas

Angiogénesis sostenida Produccidn o induccion del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

Invasién de tejidos y metastasis Alteracion de las moléculas de adhesion

celular como las cadherinas e integrinas

3.5 Técnicas de induccion de tumores en el pez cebra

En los ultimos afios, ha habido un gran desarrollo en las técnicas para la induccién de tumores
en pez cebra y gracias a ello, este modelo nos puede ayudar a entender las bases genéticas de la
patogenia del cancer (Liu y Leach, 2011). Entre ellas se encuentran el xenotrasplante y técnicas

de mutagénesis y transgénesis.

3.5.1 Xenotrasplante

Se define como el trasplante de células, tejidos u 6rganos de una especie a otra. El pez cebra
se estd utilizando como modelo para xenotrasplantes de células tumorales, proporcionando
grandes oportunidades de estudio bioldgico y ensayos de tratamientos de neoplasias. Hay que
tener en cuenta las limitaciones de esta especie, ya que al ser un animal poiquilotermo las lineas

de cancer humano pueden verse afectadas por la diferencia de temperatura (Brown et al., 2017).

Realizar esta técnica en el pez cebra resulta sencilla. Al dia pueden inyectarse cientos de
embriones y gracias a su transparencia en etapas tempranas es posible observar la progresion in

Vivo.

Los lugares elegidos de aplicacion del xenotrasplante para que pueda entrar en circulacion, en
embriones de 2-3 dpf, son los grandes conductos de Cuvier o mediante inyecciones pericardicas
e intracardiacas. Otros lugares de eleccion incluyen el saco vitelino al encontrarse cerca de vasos
principales, la vena caudal o los ventriculos cerebrales (llustracion 8). Los xenotrasplantes en
peces adultos suponen un desafio mayor ya que el sistema inmune est4 desarrollado y puede
rechazarlo, aunque mediante técnicas inmunosupresoras (lineas o tratamientos) pueden ser
factibles (He et al., 2012; Mizgirev et al., 2018).
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D

llustracion 8. Lugares de aplicacién de xenotrasplante mas
frecuentes: ventriculo cerebral (A), conducto de Cuvier (B), vena
caudal (C) y saco vitelino (D) (Veinotte et al., 2014)

Esta técnica se ha utilizado en estudios sobre el melanoma, donde mediante xenoinyeccion en el
pez cebra de melanocitos metastasicos se ha evaluado la supervivencia, proliferacion y migracion
(Lee et al., 2005). Por otro lado, en tumores de préstata, mama, pancreas, colon y sarcomas se ha
demostrado la correlacion entre la capacidad de invasion de las células in vitro con el potencial

metastasico de las células tumorales en el pez cebra vivo (Teng et al., 2013).

3.5.2 Mutagénesis y transgénesis

La mutagénesis consiste en la produccion de mutaciones, entendiendo “mutacion” como la
modificacion en la secuencia de nucledtidos del ADN. Sin embargo, la transgénesis, se conoce
como el proceso de transferir ADN extrafio o también denominado transgen (Feitsma y Cuppen,
2008; Gong et al., 2010).

3.5.2.1 Aleatorias

Se trata de cambios aleatorios en la secuencia genética de un gen previamente clonado. De
esta manera se obtienen variantes del gen que codifican secuencias de aminoécidos diferentes.
Posteriormente se podra seleccionar aquellos que contengan las variantes que se deseen para el

estudio biomédico.
Mutagénesis por quimicos:

El mutdgeno més utilizado en el pez cebra ha sido N-etil-N nitrosourea (ENU). Gracias a él se
han identificado miles de mutantes por sus fenotipos en el desarrollo embrionario (Driever et al.,

1996). Los genes mutados pueden identificarse mediante diferentes técnicas como la
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secuenciacion del genoma completo de baja cobertura, secuenciacion de mapeo rapido de la
secuenciacion del genoma completo, por medio del analisis del polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP), analisis basado en segregantes en masa y mapeo de homocigosidad (Varshney
y Burgess, 2013).

Ademas, se han realizado la mutagénesis inversa con ENU, es decir, se han producido mutaciones
en un sitio conocido para posteriormente valorar los fenotipos producidos. Entre las técnicas
utilizadas para identificar estas mutaciones se encuentra TILLING (targeting induced local
lesions in genomes, traducible a induccion dirigida de lesiones locales en el genoma) (Bruijn et
al., 2009).

Transgénesis retroviral:

La transgénesis retroviral se cre6 como una alternativa a los productos quimicos. Esta técnica se
basa en la insercion de plasmidos de ADN lineal o circular o cromosomas artificiales en huevos
fertilizados, pudiendo producir una pérdida de funcién. Para crear una linea hay que tener en
cuenta que la transmision a la primera generacion es baja y este ADN, a veces, se vuelve

susceptible a la metilacion y silenciamiento (Stuart et al., 1988; Culp et al., 1991).

Transgénesis mediada por transposén

Se denomina transposén a una secuencia de ADN que puede moverse a diferentes partes del
genoma. El transposon Tol2 se identificd por primera vez en el pez Orizias latipes y se comprobé

gue se encontraba activo (Kawakami et al., 2004, Kawakami, 2007).

En experimentos anteriores al descubrimiento del transposon Tol2, por ejemplo, el de Amsterdam
et al. (1995), al inyectar una secuencia de ADN en huevos fertilizados del pez cebra se observo

que el ADN no se integraba en el genoma y quedaba como ADN cromosémico extra.

Por el contrario, Fisher et al. (2006) comprobaron la eficacia del transposén Tol2 por medio de la
expresion de GFP (proteina verde fluorescente), dando como resultado una expresion de GFP en

todo el cuerpo del pez cebra (Fisher et al., 2006) y demostrando su integracion en el ADN.

Por lo tanto, el Tol2 se ha convertido en una de las principales herramientas genéticas para la
transgénesis en el pez cebra dada la facilidad con la que se integra en el genoma a través de la

transposicion abriendo muchas posibilidades de transgénesis (Ni et al., 2016).
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3.5.2.2 Con objetivo

Son cambios en lugares concretos del ADN que se desea estudiar.

Nucleasas con dedos de zinc (ZFN, del inglés zinc-finger nucleases)

Las ZFN son enzimas de restriccion artificiales que, como su nombre indica, se componen de
dedos de zinc y de nucleasas.

Los dedos de zinc son pequefios péptidos que contienen iones de zinc unidos a algunos
aminodcidos. Sus funciones son: la estabilizacion o activacion (mediante el plegamiento) de las
proteinas y la interaccion especifica con el ADN y el ARN. Y las enzimas utilizadas son
endonucleasas de restriccion, capaces de reconocer y cortar el ADN en un punto concreto. La mas
utilizada es la endonucleasa Fokl, procedente de la bacteria Flavobacterium okeanokoites (Gaj et
al., 2013).

Como resultado las ZFN son una herramienta génica capaz de reconocer especificamente regiones
del ADN vy de cortarlo mediante la nucleasa (Hansen et al., 2012).

Actualmente, se le considera una técnica costosa y lenta en comparacion con otras (Ata et al.,
2016).

TALEN (transcription activator-like effector nuclease, traducible a “nucleasa de actividad

similar a activador de transcripcion”)

TALEN se compone de un dominio de unién al ADN o “TAL”y de un dominio de corte.

Los efectores TAL son proteinas que forman unidades capaces de reconocer los sitios diana de
ADN. Presentan 33-34 aminoacidos donde los puestos 12 y 13 son variables. Esa variabilidad
determina el nucledtido especifico al que se uniran. A esta proteina se le fusiona un dominio
catalitico como la enzima Fokl.

Esta combinacién puede dirigirse a practicamente cualquier secuencia de genoma y supone un

gran avance en la genética (Boch et al., 2011).

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, traducible a
“Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y Regularmente interespaciadas.”) /Cas

(CRISPR associated system traducible a “sistema asociado a CRISPR”)

El sistema CRISPR/Cas es un mecanismo adaptativo de las bacterias y arqueas que les confiere

resistencia hacia virus y plasmidos invasores. CRISPR son loci de ADN bacteriano (con
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repeticiones cortas de secuencias de bases) y segmentos de ADN espaciador (provenientes de
virus), y Cas son genes gque se encuentran asociados a esas regiones y codifican para proteinas

endonucleasas y helicasas (Ata et al., 2016).

Ante la presencia de un ADN viral son capaces de incorporar fragmentos en los loci CRISPR. Y
mediante el ARN CRISPR guian la degradacion de posibles secuencias homologas mediante las

proteinas Cas (Hwang et al., 2013).
Recientemente se ha demostrado que este sistema de CRISPR/Cas de bacterias y arqueas se puede

usar como una herramienta de edicion de genoma ya que agrega, interrumpe o cambia secuencias

de genes especificos (Weinberger y Gilmore, 2012).

3.6 Estudios relevantes:

Los modelos de cancer en el pez cebra han demostrado la conservacion de los mecanismos
involucrados tanto en la iniciacion como en la progresion de tumores. Ademas ha permitido

experimentar posibles tratamientos individualizados (Patton et al., 2005).

Su uso como modelo se ha extendido enormemente en los ultimos afios, encontrandose en
multitud de estudios, por lo que a continuacién se han recopilado las investigaciones sobre la
proteina 53 (estrechamente relacionada con la carcinogénesis) y las neoplasias mas relevantes por
éxito de su reproduccion en el pez cebra y numero de estudios realizados. Estos estudios
constituyen ejemplos emblematicos del potencial que estd demostrando este organismo para

avanzar en el conocimiento de distintos tipos de cancer y evaluar posibles tratamientos.

3.6.1 Proteina 53 (p53)

La p53 es una proteina codificada por el gen p53, localizado en el brazo corto del cromosoma 17.
Contiene 393 aminoéacidos, con una masa de 53 kiloDalton, y tiene 4 dominios estructurales y
funcionales. El extremo NHa-terminal participa en los mecanismos de activacién de la
transcripcion, el extremo COOH-terminal participa en el proceso de tetramerizacién de la p53, el

dominio central en la unién del ADN y un Gltimo dominio es regulador (Marchal et al., 2006).

Esta proteina es un importante factor de transcripcion que se localiza en el ndcleo de las células

y regula alrededor de 500 genes dianas controlando, por lo tanto, numerosos procesos celulares
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como: la detencion del ciclo celular, la senescencia de las células, la reparacion del ADN, la

adaptacion metabolica y la muerte celular (Espinosa et al., 2005; Aubrey et al., 2017).

Mediante la induccion de la muerte celular, p53 evita la acumulacién y permanencia de lesiones

en el ADN que pueden derivar en una transformacion neoplésica (Aubrey et al., 2017).

Se ha demostrado que el 50% de los tumores humanos presentan mutaciones en el gen p53. Estas
neoplasias se asocian con una progresion rapida y resistencia a los tratamientos anticancerigenos.
Por esta razon, se estan estudiando terapias génicas con el fin de introducir el gen p53 en células
cancerosas 0 restaurar la estructura o funcién de la proteina con quimioterapia (Malkin, 2011;
Ignatius et al., 2018). La p53 humana presenta un gran parecido con la del pez cebra,
compartiendo el 48% de la secuencia de aminoécidos (Cheng et al., 1997).

A pesar de que la accion supresora de tumores de p53 es evidente, todavia no se ha definido el
mecanismo concreto. Se ha demostrado que peces cebra sin efectores de la apoptosis, detencion
del ciclo y senescencia inducida por p53 no desarrollan tumores espontaneamente. Y peces cebra
con una delecion completa del gen p53 si desarrollan tumores de forma espontanea. Por lo que, a
pesar de la importancia de estos tres mecanismos, no resultan determinantes en la supresion de

tumores (Issaeva, 2019).

Su funcioén proapoptética en pez cebra fue demostrada observando que la muerte celular en peces
expuestos a estimulos que dafian el ADN era mucho mayor en los ejemplares en los que la p53
habia sido silenciada mediante oligonucleétidos antisentido, conocidos como morfolinos. Estas
moléculas estan disefiadas artificialmente para unirse al ARN y bloquear la traduccion. También
se demostrd su papel conservado en el ciclo celular y su funcién como supresor de tumores
(Berghmans et al., 2005).

Numerosos investigadores han enfocado sus estudios en comprender la relacion de la p53 con el
desarrollo de ciertas neoplasias utilizando el pez cebra.

En concreto Patton et al. (2005) demostraron que las mutaciones en el gen BRAF y las mutaciones
en las vias p53 participan en la formacion de los melanomas. En el caso del rabdomiosarcoma
también se ha evidenciado que ante valores elevados de inhibidores de la via p53, diversos
mutantes presentan mayor incidencia de desarrollo de cancer, al igual que en humanos (Langenau
et al., 2007).

Por otro lado, el crecimiento esponténeo de ciertos tumores, ante la delecién de p53, ha abierto

un abanico de oportunidades para su estudio. Incluso de algunos que hasta ahora no presentaban
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modelo de estudio vivo como: tumores de vaina del nervio periférico o schwannomas,

angiosarcomas, tumores de células germinales y leucemia.

En futuros estudios es probable que se estudie en el pez cebra la relacién de la progresion
metastasica con esta proteina, ademas de las vias de autorrenovacién de células madre del cancer
y la expresién de genes de diferentes tumores. Todo ello debido a las facilidades que muestra el
pez cebra en la realizacion de técnicas, la visualizacion y la posibilidad de cuantificacion in vivo
(Ignatius et al., 2018).

3.6.2 Carcinoma hepatocelular

El carcinoma hepatocelular (CHC) es un tumor epitelial maligno que se origina a partir de
los hepatocitos.
Estas células sufren una transformacion tumoral en varias etapas. La primera etapa suele ser una
agresion de los hepatocitos causada por: el alcohol, virus de la hepatitis B y C, una esteatohepatitis
o la hemocromatosis (llustracion 9).
Estas agresiones producen fibrosis o cirrosis y pueden desencadenar en un fenémeno de
carcinogénesis debido a: inflamacién, ciclos repetidos de necrosis, apoptosis y proliferacion

compensatoria (Farazi y Depinho, 2006).

Infecciones
Hepatitis B
Hepatitis C
Toxinas Hepaticas Enfermedades metabdlicas
Aflatoxinas (Diabetes, EHGNA)

Alcohol

Hepatitis Cronica

Fibrosis Higado graso

Cirrosis

CHC

llustracion 9. Resumen con los factores de riesgo mas importantes de
CHC.
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Esta relacidn es evidente ya que en el 80-90% de autopsias de personas con CHC, éstas presentan

también cirrosis (Herrera y Granados, 2013)

En los pacientes sin cirrosis, los principales factores de riesgo seran un historial familiar de CHC,
exposicion a la Aflatoxina B1 o tabaco, sindrome metabdlico, diabetes, obesidad, adenomas y
virus (Martinez et al., 2016).

El diagndstico se realiza mediante pruebas de imagen como la resonancia magnética (RM),
tomografia computarizada (TC) o por biopsia. La biopsia dirigida con aguja se asocia a alto riesgo
de sangrado y siembras de células cancerigenas en otros lugares, por lo que ante unas imagenes
concluyentes la biopsia preoperatoria se evita y se realizard una biopsia dirigida por

ultrasonografia en caso de cirugia (Herrera y Granados, 2013)

La clasificacion del CHC mas utilizada actualmente es la propuesta por el equipo multidisciplinar
del Hospital Clinico de Barcelona “Barcelona Clinic Liver Cancer” (BCLC). Anteriormente las
clasificaciones se basaban en el tamafio o ndmero de tumores, compromiso ganglionar y
metastasis, pero la BCLC incluye factores tumorales como la funcion hepatica basal y la capacidad
funcional del paciente. Posteriormente se elegira un tratamiento acorde a cada presentacion
(Martinez et al., 2016).

Las opciones de tratamiento son: la reseccion quirdrgica, trasplante de higado, ablacién por
radiofrecuencia, embolacion arterial hepatica para disminuir el aporte sanguineo, radioterapia,
guimioembolizacion arterial, tratamiento sistémico o inhibidores orales multicinasa como

Sorafenib o Regorafenib (Armengol et al., 2018).

Segun la Asociacion Espariola Contra el Cancer (AECC) la incidencia de CHC varia dependiendo
de la region geografica. Extremo oriente y Africa subsahariana presentan mayor incidencia que
los paises del area mediterranea ya que son areas con una prevalencia alta del virus de la hepatitis
B y C. En paises de occidente nos encontramos una menor prevalencia, relacionada
principalmente con esteatopatias, donde Espafia tiene una incidencia aproximada de 3000 casos
anuales (AECC, 2018a).

El pez cebra esta adquiriendo mucha importancia como modelo en el estudio del CHC debido a
gue histoldgicamente su higado es similar al de los mamiferos y conservan muchos mecanismos
de desarrollo, regeneracion y oncogenesis. Ademas, este modelo permite grandes tamafios de
muestra debido a su alta fecundidad y bajo coste de alojamiento, imagenes in vivo de la
hepatogénesis y, junto con los avances en edicion genémica y secuenciacion, abre un mundo de
posibilidades de estudio (Wrighton et al., 2019).

Actualmente se estan investigando las mutaciones genéticas y los cambios epigenéticos que
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puedan tener relacion con el CHC humano y el estudio molecular de la organogénesis hepatica.
Dos de las mutaciones mas comunes encontradas en el carcinoma hepatocelular fueron la de la
telomerasa transcriptasa inversa (47-60% de los casos de CHC) y de la p53 (30% de los casos de
CHC). En los casos mas agresivos de CHC se encontraron mutaciones en el gen conocido como
“ubiquitina que contiene dominios de dedo PHD y RING” (regulador de la metilacién del ADN)
(Storer y Zon, 2010; Mudbhary et al., 2014; Llovet et al., 2015).

Por otro lado, entre los cambios epigenéticos identificados nos encontramos los remodeladores
de cromatina. Estos remodeladores acaban formando complejos que regulan la expresion de los
genes (Shain y Pollack, 2013; Llovet et al., 2015).

Para desarrollar el CHC en este animal se utilizan técnicas como ZFN, TALEN o CRISPR/Cas
(Hustracion 10y 11). Finalmente, para potenciar el desarrollo del tumor se pueden utilizar medios

deficientes de p53 o tratamiento quimico de 7, 12-dimetil-1,2-benzatraceno (Gaj et al., 2013).

lustracién 10 y 11: EI mismo ejemplar de pez cebra con un carcinoma hepatocelular. En la derecha
se ha expuesto el tumor abriendo la cavidad celémica (Mizgirev et al., 2018).

3.6.3 Melanoma

El melanoma es un cancer de piel que surge cuando la célula responsable de la produccion
de la melanina padece una transformacion maligna que causa una proliferacion celular de manera

descontrolada.

Esta célula, el melanocito, forma parte de las células derivadas de la cresta neural que se forma
durante la etapa de desarrollo embrionario. Desde la cresta neural migra hacia la epidermis y se
encuentra entre la dermis y la epidermis. Tienen apariencia dendritica y su principal funcion es
producir y secretar el pigmento melanico llamado melanina. La melanina da color a la piel y sirve

principalmente para proteccion solar (Bolognia et al., 2019).

El primer caso de melanoma se document6 el 1787 en un paciente donde se observaron depdsitos
secundarios en el cuello (Murphy et al., 1996). La etiologia precisa del melanoma es desconocida,
aunque se identifican como factores de riesgo principales la exposicion a la luz solar o radiacion

ultravioleta, presencia de xeroderma pigmentoso, antecedentes familiares y tipo de piel. Pieles de
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colores mas claras, cabello rubio o pelirrojo o presencia de pecas presentan un riesgo mayor
(Lavanderos et al., 2010).

Para la estadificacion del melanoma se utiliza el sistema TNM (tumor-nédulo-metéstasis) del
Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (American Joint Committee on Cancer, AJCC).
En este sistema se tiene en cuenta el estado del tumor primario y la presencia o ausencia de

metéstasis ganglionar o a distancia (Bartlett y Karakousis, 2015).

Para pronosticar los melanomas de estadio | y Il se valora el nivel de profundidad mediante la
medicion del grosor en milimetros (Breslow, 1970), la ulceracion, el indice mit6tico y otros
factores como la edad (a mayor edad peor pronostico), localizacion, patron de crecimiento y
lesiones satélite.

En el estadio Il se valora el nimero de ganglios afectados y la micrometastasis frente a
macrometastasis ganglionar y metastasis intralinfaticas. Ademas, se valora la ulceracion de la
lesion primaria y la edad del paciente.

Finalmente, en el estadio 1V se valora la localizacion de las metéstasis, nimero de localizaciones
metastasicas, elevaciones de LDH sérica y otros factores como el estado general y edad (Espinosa
et al., 2005).

El tratamiento consistird principalmente en la extirpacion quirdrgica y linfadenectomia,

inmunoterapia y radioterapia (Herrera y Granados, 2013).

Una ventaja de los peces cebra como modelo de estudio de melanomas es que la distribucién de
los melanocitos en la hipodermis es muy similar a la que encontramos en la capa basal epidérmica
en los humanos (llustracion 12). Sin embargo, en otros animales que se usan frecuentemente para
estudios, como los roedores, los melanocitos se concentran principalmente en los foliculos del
pelo (Kelsh., 2004; Logan et al., 2006). Otra razon es la facilidad de identificacion de patrones de
pigmentacion, tanto en embriones como en larvas, debido a la transparencia Optica y su rapido

desarrollo extrauterino (Parichy, 2007; Bootorabi et al., 2017).

Kaufman (2016) describe el gran avance en la

comprension del melanoma y en el desarrollo de
tratamientos especificos obtenido en los Gltimos

afos gracias al uso del pez cebra como modelo.

Si el melanoma se identifica y se trata en sus

primeras fases (mediante escision) la probabilidad Ilustracion 12. En la parte de arriba se ve a un

0 . pez cebra normal y en la parte de abajo a un pez
de cura es muy alta (>90%). Sin embargo, en 105 cepra con una lesion oscura que corresponde a un

casos donde se identifican metastasis la tasa de Melanoma (Hughes., 2011).
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supervivencia baja radicalmente, tratandose normalmente de meses (Lo y Fisher, 2014). Hasta el
2011 solo 2 métodos estaban aprobados en Estados Unidos para tratar melanomas: quimioterapia
con dacarbazina, que no resulta muy efectiva a largo plazo e interleuquina-2 (1L2), un modificador

de respuesta biolégica (Rosenberg, 1994; Serrone et al., 2000).

Recientemente se ha revolucionado el mundo de tratamientos de melanomas, con dos nuevas vias
estudiadas en los peces cebra: por un lado, los inhibidores de la tirosina quinasa actuando sobre
la proteina BRAF (proteina implicada en el crecimiento de las células) y después con un inhibidor
MEK (gen que actda junto con BRAF). Por otro lado, se esta investigando el tratamiento con
anticuerpos monoclonales. Estos anticuerpos activan los linfocitos en tejidos periféricos y

bloquean vias de sefializacion celular e inhiben el crecimiento del tumor (Robert et al., 2011).

Ademas, se estd avanzando en la compresién de la patogenia de esta neoplasia. Por ejemplo,
Patton et al. (2005) generaron el primer modelo de cancer dependiente del gen BRAF en el pez

cebra, y demostraron la alta relacion entre la proteina BRAF y el melanoma.

3.6.4 Leucemia

La leucemia se define como la proliferacion neoplésica de células, linfoides o no linfoides,
en la médula 6sea. Su clasificacion se realiza dependiendo de la linea celular de la que provienen,
pudiendo ser linfoides (linfocitos) o mieloides (eritrocitos, plaquetas, neutréfilos/monocitos y
linfocitos). Ademas, en base a su comportamiento en el tiempo podran ser agudas o crénicas. Las
agudas se comportan agresivamente y se observan células inmaduras en medula 6sea mientras
que las crdnicas tienen un progreso mas lento y las células predominantes estan bien diferenciadas
(Baeten y Jong, 2018).

La leucemia mieloide aguda (LMA) y la leucemia linfobléstica agua (LLA) son enfermedades
malignas. Sus origenes se encuentran en una célula hematopoyética multipotencial que se
caracteriza por la proliferacion clonal de células blasticas andmalas en la medula 6sea afectando
a la produccion normal de células. Esto puede dar como resultado anemia y trombocitopenia.

Presentan variantes, con caracteristicas citoldgicas y genéticas diferentes y en ocasiones con
rasgos clinicos caracteristicos. En adultos, la incidencia de LMA (80%) es mucho mas comun que

LLA y en la infancia es lo contrario (Lassaletta, 2016).

Se suelen asociar a cambios citogenéticos, aunque pueden desarrollarse en pacientes con
anomalias hereditarias. Los agentes causantes potenciales son la radiacion a dosis altas,
exposicion al benceno, tratamientos de otros canceres con agentes alquilantes u otras drogas

(arsénico, cloranfenicol), entre otros.
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El diagndstico se realiza mediante analisis morfologico, inmunobiolégico (citometria de flujo y
reaccion de la polimerasa), citogenético (nimero total de cromosomas y estructura) y molecular

mediante el aspirado de la medula dsea.

El tratamiento consta de una primera fase de quimioterapia, llamada induccion de la remision, es
decir, lograr que no haya células leucémicas en la médula 6sea, y un tratamiento post-remisién
como la quimioterapia, autotransplante o alotransplante (Herrera y Granados, 2013; Lassaletta,
2016).

A lahora de estudiar la leucemia en el pez cebra es importante destacar que la linfohematopoyesis
de los peces se realiza fundamentalmente en el rifibn y bazo, en vez de en la medula 6sea, ya que
carecen de ella. A pesar de que difieran en el lugar de linfohematopoyesis, este proceso esta
genética y molecularmente conservado. Ademas, los linajes celulares, vias de sefializacion y

regulacion son similares (Paik y Zon, 2010).

Elegir la linea adecuada de pez cebra para estas investigaciones es fundamental. Para poder
trasplantar tumores sin provocar una inmunosupresion previa se escogen lineas mutantes como
rag2 (poseen nimero reducido de células T y B) o mutantes hipomdrficos c-myb (sabiendo que
el gen myb es crucial para el crecimiento, supervivencia y diferenciacion de células
hematopoyéticas). Ademas, la eleccion de lineas transparentes como Casper o transgénicos
fluorescentes permiten la visualizacion de las células in vivo, reduciendo el coste y facilitando el
estudio (llustracion 13) (Teng et al., 2013; Kaufman, 2016; He et al., 2017).
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llustracion 13. Ventajas del pez cebra como modelo de estudio de la leucemia (Adaptado de Baeteng y Jong, 2018).
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Desde que Langenau (2003) consiguio reproducir la LLA de células T en el pez cebra hasta este
momento, se han generado diversidad de tumores hematopoyéticos malignos como: la LLA de

células B, neoplasias mieloproliferativas, sindrome displasico y LMA.

Algunos de los resultados de las investigaciones mas relevantes son: la importancia de la via de
la proteina quinasa B (AKT) en el desarrollo de LLA de células T, siendo AKT una proteina que
promueve la supervivencia celular, su relacion con mTOR (proteina relacionada con la
multiplicacion y supervivencia de las células) y la comprension de la evolucion clonal de las
celulas malignas (Blackburn y Langenau, 2014). Ademés, Blackburn y Langenau (2014)

demostraron que cuando AKT esta activada el tratamiento con dexametasona no es efectivo.

El uso del pez cebra como modelo de estudio da la posibilidad de conocer vias moleculares
desconocidas de la enfermedad, valorar la proliferacion, diseminacion e interaccion de las células
tumorales.

Permite, por otro lado, desarrollar terapias especificas trasplantando células leucémicas de
pacientes y estudiando la evolucidn, pudiendo valorar el efecto de diferentes tratamientos hasta

conocer el dptimo en cada caso (Rasighaemi et al., 2015; He et al., 2017).

3.6.5 Cancer pancreatico

El cancer pancreético es una de las neoplasias con peor pronostico. No es un tumor frecuente,
y suele afectar a edades avanzadas. Ocupa tan solo un 2.1% de los canceres diagnosticados, pero
su incidencia va en aumento desde hace 50 afios. En Espafia se registran 4000 casos anuales,
segun datos de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC) (AECC, 2018b)

Este cancer se puede clasificar de dos
maneras: por apariencia general (sélida
0 quistica) o por el patrén celular
predominante  (ductal, acinar 0
endocrino). Dentro de los solidos nos
encontramos el adenocarcinoma ductal

pancreatico (90% de los tumores

pancreaticos), neoplasias
llustracion 14. Adenocarcinoma pancreatico de un neuroendocrinas, carcinomas de células
paciente que desde la reseccion sobrevivié un afio (Tomislav, . .
2019) acinares y blastomas pancreéticos.
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La mayor parte de los tumores pancreaticos son carcinomas exocrinos (95%) y de esos un 85%
son adenocarcinomas localizados, en un 60% de casos, en la cabeza del pancreas (Gupta, et al.,
2017).

Existen diversos factores de riesgo del cancer de pancreas, pero los principales son: el tabaquismo
(duplicando el riesgo), la obesidad, la pancreatitis cronica, enfermedades crénico-degenerativas
(como diabetes mellitus) y factores hereditarios. Se ha demostrado que personas con dos parientes
de primer grado que hayan padecido cancer pancreatico presentan un riesgo moderado y con méas
de tres el riesgo es elevado.

El adenocarcinoma pancreético, el mas comdn, se desarrollada a partir de mutaciones genéticas
sucesivas en el epitelio ductal pancreatico. Los genes que mas frecuentemente se han visto
mutados son: KRAS (90%), p16 (95%) , p53 (50-75%) y SMAD4/DPC4 (55%) (Maitra y Hruban,
2008; Barone et al., 2016).

En el diagnéstico es importante una buena anamnesis y examen fisico, pero sera indispensable la
evaluacion por imagen. Ademas, la valoracion de marcadores tumorales como la proteina CA 19-
9 resultan de utilidad. Esta proteina es sintetizada por células ductales pancreaticas, biliares y
epitelios gastricos, colénicos, endometriales y salivales. Resulta muy sensible, ya que se elevan
en un 90% de los casos de cancer pancreatico, pero poco especifico, ya que la elevacion del
marcador tumoral CA 19-9 puede deberse a otras razones como ictericia obstructiva o pancreatitis
cronica (Kim et al., 2004).

La TC presenta una sensibilidad de 89-97% para tumores mayores de 15 milimetros. En cambio,
la RM es més eficaz para valorar lesiones menores de 1 centimetro y existen otros métodos como
el ultrasonido endoscépico o la tomografia por emision de positrones (PET) o la laparoscopia.

Para su estadiaje se utilizara el sistema TNM (Herrera y Granados, 2013).

El unico tratamiento con potencial curativo seria la cirugia (llustracion 14), pero al diagnosticarse
en etapas avanzadas, menos del 20% son candidatos a ella 'y en el 70% de los casos los margenes
quirdrgicos son positivos. Se estima que tras una reseccion completa el 30% no supera los 5 afios
de vida (Godoy et al., 2018).

Esta tasa de supervivencia se estd manteniendo por debajo de los 5 afios, a pesar de los estudios
y avances tecnoldgicos. El pez cebra ha abierto la posibilidad de poder conocer mejor la biologia
de este cancer e identificar posibles dianas terapéuticas para asi poder mejorar esa tasa (Vaquero
y Castells, 2013).
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El cancer pancredtico en pez cebra se intentd inducir mediante mutagénesis aleatoria pero solo un
2% de los peces cebra lo desarrollaban. Actualmente, se ha conseguido mejorar enormemente su
reproductividad gracias al avance de las técnicas como la transgénesis mediante transposones,
xenotrasplante o la mutacion del gen KRAS en células pancreaticas, involucrado en sefializacién,
crecimiento, maduracion y muerte celular (Stoletov y Klemke, 2008; Liu y Leach, 2011; Hwang
et al., 2016).

Gracias al modelo de Park y Leach (2018) que expresa el gen KRAS temporalmente se ha podido
controlar la gravedad de diferenciacion de las células pancreaticas oncogénicas originando un
posible modelo experimental preclinico para tratamientos. Este avance se ha conseguido mediante
la combinacion de técnicas que permiten controlar la expresion génica espacial y temporalmente
(Park y Leach, 2018).

3.6.6 Rabdomiosarcoma

Los sarcomas son tumores de origen mesenquimal que pueden aparecer en cualquier tejido blando
del cuerpo como la grasa, musculo, tejido conjuntivo o nervios. Se conocen mas de 30 tipos y se
agrupan segun las caracteristicas histolégicas. El rabdomiosarcoma es un tumor maligno del
musculo estriado y es el sarcoma de tejidos blandos méas frecuente en nifios y adolescentes

menores de 20 afios (Ognjanovic et al., 2009; Hayes y Langenau, 2016).

No se conoce un agente causal claro, pero si maltiples factores concomitantes como mutaciones,
por ejemplo, en la p53. Los factores de riesgo descritos incluyen sindromes hereditarios, uso de
radioterapia frente a otros tumores, ciertos carcin6genos quimicos, el linfedema crénico o causas

infecciosas (Herrera y Granados, 2013).

El diagndstico en adultos se basa en el analisis de una biopsia del tumor primario, ganglios
linfaticos y zonas sospechosas. Entre las pruebas para su diagnéstico se incluye la prueba
inmunohistoquimica, microscopia dptica y electrénica, analisis citogenético, hibridacion in situ o
citometria de flujo. Ademas el diagndstico por imagen con TC o RM sera (til a la hora de acotar

el tumor y determinar la posible presencia de metéstasis (Herrera y Granados, 2013).

Dependiendo del caso el tratamiento puede ser la cirugia (microcirugia de Mohs, escision local
amplia, amputacion y/o linfadenectomia), radioterapia (externa o interna) o quimioterapia. EI 40
% de los casos presentan recaidas continuas y la esperanza de vida una vez metastatiza a pulmén

no supera los 5 afos (Herrera y Granados, 2013).
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El uso del pez cebra como modelo se esta mostrando especialmente Util para el estudio del
rabdomiosarcoma embrionario (RSME), originado en las células musculares embrionarias, que
en esa especie presenta una conservacion muy alta con el RMSE humano. Se consiguié reproducir
por medio de la induccidn del gen KRAS bajo el control de un fragmento que regula el inicio de
la transcripcion, conocido como promotor. Entre los fragmentos promotores se encuentran: el gen
activador de la recombinacién 2 (rag2), la cadherina 15 (cdh15) o la cadena ligera de miosina 2
(mylz2).

La creacion de estos tres modelos buscaba encontrar el origen de las células que provocan RMSE.
Se concluyo que el transgén con mylz2 presenta mas diferenciacion muscular y se semeja mas en
expresion génica al RMSE humano bien diferenciado. Y aquellos con rag2 se encuentran mas
indiferenciados, pudiendo ser el origen del RMSE (Langenau et al., 2007; Storer et al., 2013).

Gracias a este animal se ha avanzado en la comprension del desarrollo y progresion de esta
neoplasia. Se ha estudiado la invasién y progresion metastasica y se han analizado las diferencias

transcripcionales entre los tumores, usando la secuenciacion de ARN. Se ha demostrado, por
ejemplo, que ante la delecion de p53 el RMSE es més agresivo (Seki et al., 2015).

1 3 6

llustraciéon 15. Rabdomiosarcoma por trasplante intramuscular marcado con proteina fluorescente
verde en el pez cebra. Se puede observar el crecimiento segiin avanzan los dias (nimeros de la parte superior
de la imagen) (Mizgirev et al., 2018).

Ademas, la corta latencia del tumor en este animal, la facil manipulacion, la biologia conservada,
la facil visualizacion mediante el marcado con proteina fluorescente y las nuevas tecnologias
como la Técnica de Hibridacion Genémica Comparativa, capaz de identificar delecciones y
amplificaciones de regiones genémicas completas, ha posibilitado la identificacién de genes que
posiblemente tengan un papel crucial en el desarrollo del RMSE (llustracion 15). Estos avances

han abierto las puertas al estudio de tratamientos especificos (Phelps y Chen, 2016).
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3.6.7 Glioma

El glioma es la neoplasia primaria del cerebro o médula espinal producida por la
transformacion maligna de las células gliales: los astrocitos, oligodendrocitos y células
microgliales. Estas células son las encargadas de dar soporte estructural y metabdlico a las
neuronas. Su incidencia se estima en 11.8 casos por 100000 habitantes (Herrera y Granados,
2013).

Se clasifican segun el tipo de célula al que més se asemejan histologicamente (ependimomas,
astrocitoma u oligodendrogliomas), grado (del I al IV segun la clasificacion de la Organizacién
Mundial de la Salud) y ubicacidon (supra o infra tentoriales). El astrocitoma supone el 75-90% de
los gliomas diagnosticados y el 40% de ellos corresponde al glioblastoma (Maher et al., 2001).

El Unico factor de riesgo conocido es la exposicion a radiacién ionizante y se conocen 7 variantes
del genoma que predisponen a la aparicién de gliomas como la alteracién de la telomerasa

transcriptasa inversa o del receptor del factor de crecimiento epidérmico, entre otros.

En cuanto al diagndstico se inicia con un examen neuroldgico y pruebas de imagen. Generalmente
se utiliza la RM con o sin uso de contraste, aunque también pueden ser (tiles la TC, la PET, la
tomografia por emision de fotones Unicos y los marcadores moleculares. En el caso de que la

localizacion lo permita se tomaré una biopsia o biopsia estereotactica (Ann et al., 2017).

El tratamiento dependera del tipo de glioma, pero se suele basar en la cirugia, radioterapia,
quimioterapia con agentes alquilantes, terapias con medicamentos dirigidos (bevacizumab) o
inmunoterapia. Ademas, se puede aplicar tratamiento sintomatico en casos necesarios como

anticonvulsivantes o antiinflamatorios que reduzcan la presion (Ann et al., 2017).

Para el estudio del desarrollo de glioma, los peces cebra se muestran particularmente Utiles debido
al hecho de que tienen embriones transparentes. La técnica mas comunmente usada para el estudio
de glioma en los peces cebra es el xenotrasplante con marcacion de fluorescencia de las células
cancerigenas (llustracion 16). La metodologia no esta estrictamente estandarizada adn, pero el
método prevalente implica aislamiento de células cancerigenas (provenientes de humanos u otras
fuentes), hacer un cultivo de esas células y marcarlas con un fluorescente. A continuacién, se
trasplantan en cerebros de embriones de pez cebra y se observa mediante un microscopio de

fluorescencia la evolucion de las células cancerigenas (Li et al., 2010; Vittori et al., 2015).

En el 2016 se publico la puesta a punto de un método de trasplante intracraneal de glioblastomas
que actualmente esta siendo usado en multiples estudios para el analisis del glioma en peces cebra.
En este estudio, se describe un método estandarizado detallando el nimero de células

trasplantadas y los ratios de supervivencia, entre otras especificaciones (Welker et al., 2016).
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llustracion 16. Imagenes de células tumorales del glioma en el pez cebra. (A) Las lineas rojas
representan el area anatdmica en la que se realizaron las secciones transversales. (B-F) Criosecciones
transversales de un glioblastoma compacto) (G-K) Criosecciones transversales de un tumor difuso
(Adaptado de Welker et al., 2016).

Ademas, el pez cebra esta ayudando a profundizar en otros aspectos, como la respuesta de la red
microglial ante el trasplante de células de glioblastoma o el papel de las llamadas células madre
tumorales ya que a estas células se les atribuye la capacidad de originar, mantener y expandir los

tumores y de dar lugar a metastasis y recidivas (Hamilton et al., 2016; Wenger et al., 2017).

También se han investigado los medicamentos usados en quimioterapia (5-FU y Erlotinib)
valorando su efecto en la metastasis de tumores en peces cebra de 30 dias encontrandose una

reduccion del 50% del tamafio de los tumores tras dos dias del tratamiento (Eden et al., 2014).
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4. Conclusiones

A. EIl céancer causa millones de defunciones al afio en el mundo y su incidencia esta
incrementando por lo que el conocimiento de la carcinogénesis de los tumores, posibles
tratamientos y factores de riesgo estd adquiriendo cada vez més relevancia

B. EIl pez cebra es un organismo modelo que se ha desarrollado relativamente hace poco
tiempo, pero que presenta mdltiples ventajas con respecto a otros modelos, habiendo

ganado una gran importancia en pocos afios.

C. Gracias a este modelo de estudio y al avance de las técnicas biomédicas se ha obtenido
informacion relevante de diferentes neoplasias, mecanismos carcinogénicos y

tratamientos que ayudaran a reducir la elevada incidencia de cancer.
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6. Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

AECC: Asociacion Espafiola Contra el
Céancer

AJCC: American Joint Committee on

Cancer

AKT: Proteina quinasa B

ARN: acido ribonucleico

BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer

Cas: Sistema asociado a CRISPR

CHC: Carcinoma hepatocelular

CRISPR: Palindromicas

Cortas  Agrupadas y  Regularmente

Repeticiones

interespaciadas

Dpf: Dia post fecundacion

ENU: N-etil-N nitrosourea

Hpf: Horas post fecundacion

Gb: Gigabases

GFP: Proteina verde fluorescente
GLOBOCAN: Global Cancer Observatory

GRCz11: Genome Reference Consortium
Zebrafish Build 11

LDH: Lactato deshidrogenasa

LLA: Leucemia linfoblastica aguda
LMA: Leucemia mieloide aguda

NCIB: National Center for Biotechnology

Information

P53: Proteina 53

P16: Proteina 16

PET: Tomografia por emision de positrones
RFP: Transgen de la proteina roja

RM: Resonancia magnética

RMSE: Rabdomiosarcoma embrionario

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido

TALEN: Nucleasa de actividad similar a

activador de transcripcion
TC: Tomografia computarizada

TILLING: Induccion dirigida de lesiones

locales en el genoma
TNM: Tumor-nédulo-metéastasis

WGS: Secuencia escopeta de genoma

completo

ZFN: Zinc-finger nucleases o nucleasas con

dedos de zinc
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