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E DI T O R I A L

SEGUNDO MONOGRAFICO SOBRE EL PEZ CEBRA: Aplicaciones en ciencia

Este nlimero dela Revista es €l segundo monogréfico sobre el uso del Pez Cebra como
modelo experimental. Mientras que € primer nimero se ha centrado en describir las
caracteristicas basicas de esta especie, € presente nimero nos describe, graciasala cola-
boracion de Marina Raya (Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona) y de Algiandro
Barallo (Ingtituto de Neurociencias de Alicante CSC-UMH), las digtintas aplicaciones
que tiene e uso de esta especie.

Marina Raya nosexplica que el Pez Cebra es capaz de regenerar grandeslesionesque
comprometen diferentes tipos de tejidos y nos muestra con figuras la capacidad de esta
especie de regenerar o no la aleta pectoral seglin se haya bloqueado o no €l gen corres-
pondiente.

El uso de técnicas de manipulacion genética ha permitido visualizar procesos fisiol6-
gicos concretos mediante |a generacion de peces que expresan proteina verde fluorescen-
te (GFP) en d tipo de células que se requiera (los embriones son animales que viven fuera
del progenitor y que son transparentes).

Algjandro Barallo nos describe como a partir de la generacién de animales transgé-
nicos es posible la visualizacién de procesosin vivo siguiendo la migracion delas células
fluorescentes bajo un microscopio confocal. De esta forma, un Pez Cebra que expresa
GFP bajo un promotor especifico de células nerviosas (de la glia, por emplo) nos per-
mite ver la evolucion de este tipo de células durante las 24 horas.

Hoy se contabilizan en todo el mundo unos 500 centros que albergan Pez Cebra. En
este nimero se presentan |as instalaciones ubicadas en e Centro Andaluz de Biologia de
Desarrollo y en ZF Biolabs (empresa especializada en € estudio de Pez Cebra como
modelo animal para la investigacion y el desarrollo).

Nos gustaria agradecer a los colaboradores que han hecho posible la publicacién de
estos dos monogr &ficos, sobre todo teniendo en cuenta que en la mayoria de casos no teni-
an previo conocimiento de la SECAL.

Desde la Revista queremos recordar que la pagina web del Congreso de la SECAL a
celebrar en Cordoba esta activada y os animamos a todos a asistir.

W\eb del congreso: www.congresosecal cordoba2007.com

JOANA VIRA
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Noticias de la SECAL

IX CONGRESO SECAL 2007

INNOVACION Y REFINAMIENTO EN EXPERIMENTACION ANIMAL

La ciudad de Cérdoba ha sido designada sede
del IX Congreso de la Sociedad Espafiola para las
Cienciasdel Animal de Laboratorio (SECAL 2007)
gue tendralugar entre los dias 20 a 23 de noviem-
bre de 2007.

Cargados de responsabilidad y de ilusion nos
ponemos en contacto contigo por primeravez, para
presentarte nuestro proyecto e invitarte aparticipar
en el mismo. Histéricamente Cérdoba ha sido ciu-
dad de encuentro de culturas, y esto nos gustaria
gue se extendiera también en € dmbito de la cien-
ciadel animal delaboratorio.

El tema elegido para el Congreso es "Innova-
cion y refinamiento en experimentacion animal" y
el programa de trabajo que estamos preparando
(ponencias, comunicaciones oralesy poster, mesas
redondas, talleres...) abordardtemas de maximaac-
tualidad relacionados con nuestros dmbitos de ac-
tuacion profesional.

Como no podria ser de otro modo, ademés delas
jornadastécnicas de trabaj o, también dispondremos
de momentos de asueto, por |0 que se esté preparan-
do un programasocia y ludico con el que podremos
disfrutar, de entre otras muchas actividades, de una
visita privaday guiada ala Mezquita o de unaruta
por |as tabernas cordobesas.

En nuestra web www.congresosecal cordo-
ba2007.com, preparada para este evento, encontra-
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M. Rosario Moyano Salvago
Presidenta del Congreso

rés toda la informacion sobre nuestro congreso y
nuestra ciudad, y podrés realizar online tu inscrip-
cion, reserva de alojamiento y la presentacion de
resimenes de tus comunicaciones oral esy/o poster.

Quiero agradecer lacolaboracién alas empresas
einstituciones, que estén apoyando y han mostrado
su disposicion para conseguir €l éxito de nuestro
congreso.

Te esperamos con ilusion y con € deseo de ha-
cer tu estancia en nuestra ciudad |o mas agradable
y provechosa posible.

LiNEAS TEMATICAS DE LAS SESIONES
CIENTIFICAS
¢ Otros model 0s animal es en experimentacion.

Animales no incluidos en el Anexo VI del
Real Decreto 1201/2005.

e nnovacion en técnicas experimentales: Téc-
nicas deimagen.
¢ Gestion de animalarios.

e|nfluencia de factores externos en la experi-
mentacion animal.

elnnovacionesen €l uso de"lastres erres’
¢ Formacion en Experimentacion Animal

¢ Situacion actual delalegisacién sobre Expe-
rimentacion Animal

eTaleres
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ARTICULOS

PESCANDO IDEAS

Marina Raya Chamorro

Aquatic Animals Platform Manager

Center of Regenerative Medicine in Barcelona, CMR[B]
Parc de Recerca Biomedica de Barcelona

Dr. Aiguader, 88 08003 Barcelona  Tel: + 34 933160342 Fax: + 34 93 3160301

Responsable de la Plataforma de Animales Acuaticos del CMRB. Esta plataforma engloba |os tres model os animales mas
extendidos en nuestro campo de investigacion: Xenopus, Axolotl y Zebrafish.

Marina Raya ha trabajado los Ultimos 5 afios con el pez cebra, primero en e Salk Institute en el laboratorio de Gene
Expression de Juan Carlos | zpistia Belmonte, y actualmente en e CMRB

El Pez Cebra (Brachydanio rerio) es un pequefio
pez tropical empleado actualmente como modelo
deanimal vertebrado en diferentescamposdelain-
vestigacion cientifica

L os primero trabaj os con este model o se remon-
tan ala década de los 50. Kenichi K. Hikasoaka
(1952), en su publicacion “Effects of Ethyl Carba-
mate (Urethan) on the Early Development of the
Teleost Brachydanio rerio” utilizaba estos animales
para estudiar el potencial efecto carcinégeno del
Urethan.

El establecimiento de este Teledstero como ani-
mal deinvestigacién se debe, en gran parte, al Doc-
tor George Streisinger considerado como el padre
de lainvestigacion con Peces Cebra.

El trabajo del Dr. Streisinger, en sus comienzos,

se centro en descifrar €l codigo genético de macro-
fagos T4, pero pronto se plantearia utilizar losmis-
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mMos principios moleculares en model os vertebra-
dos. Eraun apasionado de los animales acuéticos,
por lo que conocia la sencilla reproduccion de los
Peces Cebra en cautividad y empez6 a usarlos co-
mo model 0 para sus experimentos.

El pequefio tamafio de estos animales le permi-
tio tener una colonia lo suficientemente numerosa
para sus experimentos, al mismo tiempo que el ta-
mario de los embriones eralo suficiente grande co-
mo para permitir ser manipulados.

El Dr. Streisinger tard casi diez afiosen poder pu-
blicar su primer estudio con Peces Cebra. La mayor
parte de este tiempo seinvirtio en describir lamorfo-
logiay desarrollo del embridn del Pez Cebra, asi co-
mo desarrollando las técnicas genéticas y de mante-
nimiento necesarias para su manipulacion.Tras la
muerte deDr. Streisinger en 1984 |os miembrosdesu
[aboratorio continuaron con lalineadeinvestigacion
y, desde entonces, € ndmero de centrosdeinvestiga-

e SOCIEDAD ESPANOLA PARA LAS CIENCIAS DEL ANIMAL DE LABORATORIO 5
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cién y proyectos relacionados con el Pez Cebra ha
crecido vertiginosamente. En la actualidad existen
cerca de 500 |aboratorios que emplean € Pez Cebra
repartidos por todo @ mundo.

(QUE ES LO QUE HA CONVERTIDO A ESTE
PEQUENO ANIMAL EN UN MODELO TAN
NOVEDOSO?

Estos pequefios peces que deben su nombre a
las rayas oscuras longitudinales que recorren su
cuerpo, son originariosdel nortedelalndia. Sehan
convertido en un modelo emergente en el campo
delagenéticay lafisiologiadebido aunaserie de
propiedades que lo hacen Unico entre los modelos
vertebrados:

1.Tamafio: el pequefio tamafio del animal
adulto, entre 2,5-3cm delongitud, permite un
elevado nimero de animales en espacios re-
ducidos.

2.Alta prolificidad: pueden obtenerse hasta
100 embriones por pareja, semanal mente.
Esto permite desarrollar proyectos agran es-
cala con robustez estadistica.

3.Tipo de fecundacion: la fecundacion es ex-
terna, esdecir, tienelugar fueradel cuerpo de
|os progenitores, por lo que setiene acceso a
los embriones desde €l estadio de unacélula
y se puede observar el desarrollo natural de
los embriones sin perturbarlos ni sacrificar a
Sus progenitores.

4. Transparencia de sus embriones. es posi-
ble visualizar su desarrollo en detalle, 1o que
permite estudiar sin necesidad de manipula-
cion: laorganogénesis, los fenotipos de mu-
taciones o los efectos de compuestos quimi-
Cos.

5.Répido desarrollo: alas 24-36 horas post
fecundacién (hpf), los embriones miden
unos 2.5mm y se pueden identificar in vivo €
primordio de la aleta, los oidos, los ojos, €l
corazon, la circulacién sanguinea... El Pez
Cebra alcanza la madurez sexual alostres
meses de edad,

6.Caracteristicas genéticas: Lasimilitud ge-
nética del Pez Cebra (superior a 85%) con
los humanos permite el estudio de enferme-
dades humanas con un alto indice de correla-
cion.

7.Capacidad de regeneracion: el Pez Cebra
tiene lacapacidad natural deregenerar partes
de su cuerpo durante toda su vida. Esta capa-
cidad combinada con las numerosas técnicas
de manipulacion genética existentes en el
Pez Cebralo convierten en una herramienta
Unica para el estudio de la respuesta regene-
rativa.

(EN QUE CAMPOS DE LA INVESTIGACION
SE ENCUENTRA ESTE MODELO ANIMAL?

El Pez Cebra ha sido utilizado de forma eficaz
para establecer model os de enfermedades huma-
nas como ladiabetes (Sun et alii, 2001), ladistrofia
muscular (Parsons et alii, 2002), metabolismo de
los lipidos (Farber et alii, 2001) o el Alzheimer
(Groth et alii, 2002; Geling et alii, 2002; Leimer et
alii, 1999; Babin et alii, 1997).

La transparencia de sus embriones y su rgpido
desarrallo lo convierten en un modelo idoneo para
¢l estudio del desarrollo embrionario. Asi, es am-
pliamente utilizado en el estudio del desarrollo de
|os érganos internos como rifiones, higado, cora-
zon... y deprocesosfisiol gicosde graninterésdu-
rante el desarrollo de los embriones, como lafor-
macion delaretinaocular, o del sistema nervioso.

Hoy en dia se cuenta con numerosas técnicas de
mani pul acion genéticaque permiten estudiar dife-
rentes campos.

Se han desarrollado con éxito varias técnicas
para generar Peces Cebra transgénicos, es decir,
peces que expresen una proteina fluorescente uni-
daalaconstruccion genética de interés. Esto per-
mite visualizar procesos fisiol 6gicos concretos co-
mo puede ser el desarrollo de un érgano de interés
en detalle. Por gemplo, utilizando animales trans-
génicos Tg(mlc2a:GFP), que expresan la proteina
fluorescente verde unida alamiosina de cadenali-
gera presente en €l corazén, se puede marcar con
fluorescencialas células cardiacas durante la for-
macion del corazony alo largo detodalavidadel
animal adulto.

6 ANIMALES DE LABORATORIO 35 o SOCIEDAD ESPANOLA PARA LAS CIENCIAS DEL ANIMAL DE LABORATORIO



Latrangénesis permite también estudiar en pro-
fundidad laexpresion de un gen, pudiendo localizar
con la proteina fluorescente dénde y cuando se ex-
presaese gen en el embridn o en e animal adulto.

Embrion de Pez Cebra de 48hpf, contral (foto superior) einyectado con RNA de
una isoforma de p63 que interfiere con la formacion delos ojos (pand inferior)

L os embriones de Peces Cebra son rel ativamen-
te sencillos de micro-inyectar, por lo que realizar
experimentos de aumento y pérdida de funcion
(gain and loss-of-function) es relativamente senci-
Ilo. Asi, se puede inyectar el mMRNA de interés en
embriones de 1 célulay los fenotipos pueden ser
monitoreados posteriormente para descubrir los
efectos de sobre-expresar el gen estudiado. En el
caso del mRNA la integracion se produce rapida-
mente tras la inyeccion. También es posible retra-
sar laintegracion, inyectando cDNA o, utilizando
un promotor especifico, hacer que el gen del estu-
dio se sobre-exprese en un tejido concreto, o bajo
unas condiciones de temperatura predefinidas (heat
shock proteins, por emplo)

En € caso de estudios basados en |a pérdida de
expresion de un genin vivo, se empleaoligonucle-
otidos antisentido (morfolinos) (Nasevicius et alii,
2000). Son una forma répida de bloquear 1a expre-
sion de un gen mediante inhibidores de la traduc-
cion. Lasecuencia de estos oligonucledtidos se se-
lecciona de manera que impidan la traduccion
correcta produciendo una severa reduccion de los
niveles de proteina. El uso de morfolinos permite
conocer €l efecto de la pérdida de funcion del gen
de interés en cuestion de dias, frente alos meses

ANIMALES DE LABORATORIO 35
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gue son necesarios para generar un knockout en ra-
tén. La desventaja de este método es que el RNA
inyectado es estable sdlo durante unos dias, por lo
queesun método rapidoy efectivo paraestudiosde
desarrollo embrionario pero, paraperiodosméslar-
gos de pérdida de expresién, es necesario disponer
de un mutante o unalineatransgénica estable.

Latransparenciadel embrién de Pez Cebray su
rapido desarrollo permite la identificacion a gran
escala de malformaciones, siendo muy Util parala
generacion e identificacion de mutantes.

L os métodos mas utilizados de mutagénesisson
dos:

eempleando retrovirus modificados (Hopkins
N. 2004).

e por tratamientos quimicos con EMS (ethyl
methanesulfonate) o ENU (N-ethyl-N-nitro-
sourea)

En €l primer caso la frecuencia de insercion es
menor pero tienelaventgja de quelos genes muta-
dos pueden ser aislados més féacilmente ya que es-
tan marcados con el DNA insertado. En el caso de
las mutagénesis quimicas, se induce el cambio de
nucledtidos individuales y |os genes mutados de-
ben ser aislados usando clonado posicional por me-
dio del andlisis de segregacién meidtica de acopla-
mientos.

En los Ultimos afios cerca de 100 genes de dife-
rentes mutaciones en Pez Cebra han sido clonados
y caracterizados. Este tipo de mutagénesis se ha
iniciado también en ratén, pero el elevado coste en
espacio, tiempo y personal lo hace inabordable pa-
ralaboratorios estandar.

Esta técnica de genética directa (forward genetics,
del fenotipo al gen) se empleaparadescubrir genes
desconocidos que son necesarios para diversos
procesos biol 6gicos.

En la década de los 90 se realiz6 un cribado a
gran escala de mutaciones recesivas inducidas por
ENU en Pez Cebra que causaban alteraciones em-
brionariasy morfolgicasen larva. Esto dio lugar a
un gran grupo de mutantes con defectos del desa-
rrollo que afectaban desde €l corazény sistemacir-
culatorio, hasta defectos en la cola o degeneracion
neuronal.

o SOCIEDAD ESPANOLA PARA LAS CIENCIAS DEL ANIMAL DE LABORATORIO 7
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Embrién de pez cebra transgénico (Sox9: GFP) de 48 hpf.
Mdta dorsal, anterior hacia la derecha.

También se puede dirigir €l cribado delas muta-
ciones a 6rganos o procesos fisi ol 6gi cos concretos,
como por ejemplo los ojos, donde se sabe que el
gen dazed (dzd), mutagenizado en un tratamiento
quimico con ENU, es necesario paralaformacion
normal delaretina

Por otro lado se cuenta con las técnicas de gené-
ticareversa (reverse genetics, del gen al fenotipo). Es
una herramientarapiday eficaz para estudiar las
funciones especificas de genes conocidos.

Todavia no se ha establecido unatécnica directa
para bloquear genes recombinantes en Pez Cebra
adulto.Unaalternativaesutilizar el TILLING (targe-
ting induced local lesions in genomes) que consiste
en generar laprimera generacién de animales muta-
genizados (F1, son heterocigotos parala mutacion),
y cribar su DNA gendémico por amplificaciones de
PCR con primers especificos del gen deinterés.

El TILLING hasido empleado, por ejemplo,
recientemente paraprofundizar en el efecto del gen
p53 en lasupresion de tumores (Zon et alii, 2005).

La capacidad regenerativa que el Pez Cebratie-
ne, de formanatural, alo largo de toda su vidalo
convierte en una herramienta Unica para el estudio
de laregeneracion. Esta capacidad se ha estudiado
en varios érganos de especial interéscomo son: las
extremidades (aletas), piel, corazdn, fotorrecepto-
resdelaretinay cerebro.

L osanimal es empl eados cl&si camente como mo-
delos para € estudio de regeneracién son Urodeles
(como el Ajolote) y Xenopus. Lafaltade herra-
mientas genéticasy moleculares en el caso del Ajo-

lote, y lapérdidade lacapacidad regenerativa antes
de lametamorfosis en € caso del Xenopus, han li-
mitado |os estudios en estos model os animales.

L os peces tel edsteros (como el Pez Cebra) pue-
den regenerar grandes |esiones que comprometen
diferentestipos de tejidos. Esta capacidad de rege-
neracion se pierde con laevolucién delosvertebra-
dos (Dinsmore 1991) y persiste en otros vertebra-
dos en estado adulto solo en raras ocasiones, como
enloscuernosdelosciervoso en € cartilago dela
oregjadel congjo.

Uno de los procesos més estudiados es la rege-
neracion de las extremidades en pez. Laregenera-
cion comienza con laformacién de un blastema
queescrucial y especifico del proceso. El blastema
es un heterogéneo grupo de células mesequimales,
localizado sobre los tejidos afectados y |a epider-
mislesionada.

Se conoce muy poco sobre como se forma el
blastema en estos modelos de animales a pesar de
laimportanciahistéricadel temay delasclarasim-

Hibridizacion in situ con CP e Insulin marcando € higado y € pancreasenun
embrién Wild-type de 48-72hpf.
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plicaciones en biomedicina. De hecho, €l estudio a
nivel molecular del proceso de regeneracion esam-
pliamente desconocido. Las herramientas molecu-
lares obtenidas de los estudios en desarrollo y del
avanzada secuenciacion del genomadel Pez Cebra
han posihilitado un gran avance en €l estudio dela
regeneracion.

El proceso de testado de drogas como aplica-
cion de lainvestigacion cientifica al sector farma-
céutico es un campo controvertido en el que €l uso
deanimalestiendeareducirse, favoreciendo loses-
tudiosinsilico.

Este proceso puede dividirse en tres etapas:
identificacion de ladiana, validacion deladianay
cribado de drogas. La identificacion de dianas en-
globael proceso deidentificacion de productos ge-
néticos que, cuando son modulados por una droga,
pueden afectar positivamente el desarrollo de una
enfermedad.

Lavalidacién delasdianas pretende caracterizar
lafuncion de las proteinas diana o la cascada gené-
ticay su potencial para ser modulado por unadro-
ga. Finalmente, el cribado dedrogas en dianasvali-
dadas se realiza para identificar compuestos que
pueden regular lafuncién de esa proteina.

En la actualidad la utilizaciéon de embriones de
Pez Cebra como modelo de animal vertebrado esta
ampliamente aceptado en el proceso de testado de
drogas.

Son numerosas las ventajas de la utilizacion de
estos embriones frente a células ya que, en €l pri-
mer caso, es posible observar el efecto de unadro-
gaen el contexto de un organismo completo in vivo
siguiendo la evolucion del desarrollo. Otraventaja
esque el peguefio tamafio delos embrionesy su ro-
bustez permite robotizar su manipulacién, alcanza-
do high- through put andlisis equiparables alosreali-
zados con célula.

El estudio Medioambiental esotro campo dein-
vestigacion donde el Pez Cebra es un modelo de
amplia difusién. Por ejemplo, en Enero 2007 la
universidad de Fudan en China, ha generado con
éxito un pez modificado genéticamente que puede
detectar |la contaminacion de estrogenos en lagosy
rios. Esto ha mostrado la necesidad de tratar los
vertidos de agua para eliminar los estrégenos que
estan asociados a esterilidad masculina.
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Regeneracion de aleta pectoral en Pez Cebra: en e pand superior tenemos una
aletaWT a7 diaspost lesion (dpl). En d pane inferior vemosuna aleta WT a
7dpl, en la que hemos blogueado la regeneracion con Dki-1.

DIRECCIONES DE FUTURO.
(PERSPECTIVAS DE FUTURO?

La aparicién del Pez Cebra en lainvestigacion
ha permitido enfocar antiguas &reas de estudio con
nuevos puntos de vistay nuevas areasdeinvestiga-
cién con novedosas herramientas.

Varios son los temas que se pueden abordar de
novo como es el de la contaminaci on medioambien-
tal. En otros, como €l desarrollo de érganos funda
mentales como el corazdn o el cerebro se ha podi-
do profundizar

Algunos temas clasicos se han podido reem-
prender, como es el estudio del establecimiento del
gje de asimetria que define izquierday derechaen
€l cuerpo de los vertebrados. Resulta sorprendente
comprobar la conservacion en todos |os vertebra-
dos tanto de la simetria exterior como la asimetria
interior. Es decir, mientras el cuerpo se dispone en
una perfecta organizacion simétrica en su exterior,
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Msualizacion de la regeneracion de corazon en d transgénico mlc2a-EGFP. un corazon de Pez Cebra regenerado. El corazon ha sido monitoreado por la eqoresion

de transgen y las caracteridticas histolégicas de la tincion con hematoxylin/eosina.

Inmediatamente después de la lesion (O days post amputation, O dpa) la sangre coagula cerca dela zona lesonada (flecha en B). Un dias después (1dpa) la region s
ha reorganizado en un denso coagulo fibroso (flecha en D) que no expresa GFP. La progresiva invasion de ese codgulo por - cdulas que expresan GFP ocurre con d
transcurso delos dias, de manera qued dia 31 dpa, € miocardio lesionado et completamente reamplazado por tejido regenerado. (Raya €. al, 2003)

los érganos internos mantienen una asimetria con-
servada entre especies.

Diversos estudios en Peces Cebra han desvel ado
los componentes fundamentales de la cascada gé-
nica que controla el establecimiento de este gje y
gue transmite a las células informacion sobre su
posicion respecto a mismo.

En la actualidad adn no se conocen |os pasos
mas tempranos del proceso, ni su implicacion di-
recta en enfermedades relacionadas con la hetero-
taxia, como laTGA (transposition of the great arteries) 0
laVSD (ventricular septal defect).

También son muy relevantes los resultados ob-
tenidos con el Pez Cebraen el estudio de la capaci-
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dad regenerativa. Se pueden encontrar estudios re-
cientes en los que se ha inducido regeneracion en
animales que, naturalmente, carecen de esta capa-
cidad, como es el pollo (Kawakami et alii, 2006).

A medida que grupos de investigacion de diver-
sas areas de estudio incorporan el Pez Cebracomo
model 0 animal para sus experimentos se descubran
nuevas aplicaciones que este modelo brindaalain-
vestigacion.

Muchas son | as opciones abiertas en los Gltimos
anosy los resultados obtenidos hasta el presente
con este nuevo modelo animal o consolidan sin
duda como una fuente de conocimiento, muy posi-
blemente, inal canzable con otros model os.
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EL PEZ CEBRA COMO ORGANISMO MODELO

Han pasado més de 25 afios yadesde la publica-
cion del articulo que supuso el nacimiento del pez
cebra como animal modelo de experimentacion
(Streisinger et a ., 1981). En estetiempo, lo queera
un pequefia comunidad de investigadores en la
Universidad de Oregon, ha pasado a ser un nume-
roso grupo de cientificos de todo € mundo, como
lo prueban los casi 1000 asistentes ala Ultima con-
ferencia sobre el pez cebra del pasado afio 2006, e
incluso el nacimiento de unarevista dedicada en
exclusiva. De igual manera han crecido los recur-
sosy herramientas disponibles que han hecho posi-
ble quelautilizacién del pez cebraen el laboratorio
haya degjado de ser exclusiva de la embriol ogia ex-
perimental.

(POR QUE EL PEZ CEBRA?

Probablemente, la verdadera respuesta a esta
pregunta s6lo la conociera George Streisinger, ya
fallecido. Porque, de hecho, ya existia una historia
de uso de otro pez como animal modelo en genéti-
cay desarrollo embrionario, el medaka (Oryzas|ati-
pes) aunque principalmente en Japén. Y otras espe-
cies se habian utilizado en neurobiologia, como la
truchaarco iris (Oncorhynchus mykiss) 0 €l pez dorado
(Carassiusauratus). L as principal es ventajas que pre-
senta el pez cebra como modelo experimental se
pueden resumir en tres muy distintas. Al biélogo
del desarrollo le encanta que sea oviparo, que los
huevos se depositen en el fondo y sean faciles de
recoger y, sobre todo, que tanto la cascara del hue-
vo como €l mismo embridn sean transparentes du-
rante los dos primeros dias. Al genetista le gusta
gue sean tan prolificos, de 100 a 300 huevos por
puesta, con entre 7 y 10 dias entre puestas parauna
mismahembra. Y a responsable del gasto, que se-
an pequefiosy baratos de mantener, tanto en mate-
rial como en mano de obra, baste decir que nuestra
instalacion en €l Instituto de Neurociencias deAli-
cante alberga unos 2000 peces adultos y su mante-

Alejandro Barrallo Gimeno

Instituto de Neurociencias de Alicante CSC-UMH
Unidad de Neurobiologia del Desarrollo.
Universidad Miguel Hernandez

Sant Joan d"Alacant 03550 Esparia

nimiento ocupa media jornada de un técnico de la-
boratorio.

Pese alas obvias diferencias morfolégicasy fi-
sioldgicas con respecto alos mamiferos, el pez ce-
braes un vertebrado mas, y como tal tiene un cere-
bro regionalizado, ojos con lente y retina, un
corazon dividido en camaras, sangre que circula
por arteriasy venas, por citar algunos érganos. Los
mismos Grganos que posee un ratén, solo queen 24
horastraslafertilizacion del oocito, los rudimentos
de todos €llos estén formados, y en 5 dias lalarva
ya es autobnoma. El desarrollo larvario completo
tiene lugar en una placa de petri, dispuestaalaob-
servacion bajo lalupa o el microscopio. Su accesi-
bilidad a técnicas de embriologia clasica permiti6
gue mediante el marcaje de células individuales
durante la gastrulacion se trazara un mapa de su
destino en estadios larvarios (Kimmel et al., 1990;
Woo y Fraser, 1995).

MUTANTES Y MAS MUTANTES

Pero laprincipal fortalezadel pez cebraparaes-
tablecerse como modelo experimental ha sido la
capacidad de realizar genética con él. De hecho, la
verdadera explosion de popularidad del pez cebra
tuvo lugar afinales de 1996, cuando larevista De-
velopment publicé un nimero dedicado en exclusi-
va a describir los resultados de los dos screenings
en busca de mutaciones que afectan a su desarrollo
embrionario. Con el precedente del trabajo redliza-
do con lamoscadel vinagre (Drosophila melanogaster)
y quelevalio laconcesion del premio Nobel a Ch-
ristiane NUsslein-Volhard, dos grupos en Tubingen
y Boston selanzaron aidentificar todos (o unabue-
na parte alapostre) los genes que son fundamenta-
lesen el desarrollo embrionario de los vertebrados
(Driever at al., 1996; Haffter et a., 1996). El méto-
do consistio en mutagenizar el genoma con un
agente alquilante, |a etil-nitroso-urea (ENU), que
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introduce mutaciones puntuales a azar, y que pue-
den causar €l cambio de aminoécidos, laintroduc-
cién de codones de parada en medio de la secuen-
cia codificante, o alteracion de los sitios de
procesamiento del mMRNA. De esa manera, se con-
siguieron identificar unas 2000 mutaciones, en un
total de casi 600 genes, que afectan atodas|asfases
del desarrollo embrionario, desde el establecimien-
to del bauplan durante la gastrulacién a todos los
organos larvarios. Este procedimiento se harepeti-
do en numerosos |aboratorios desde entonces, pero
buscando fenotipos especificos a través de herra-
mientas de screening especializadas, como hibrida-
cion in situ de determinados genes o inmunohisto-
quimica contra estructuras concretas.

El principal inconveniente de este método de
mutagénesisesel largo y costoso procedimiento de
clonacion posicional paraidentificar el gen en el
cual se ha producido la mutacién responsable del
fenotipo. En unareciente revision se estimaba que
€l nimero de mutantes generados de esta maneray
finalmente clonados erade unos 150 (Amsterdamy
Hopkins, 2006). De manera complementariaala
mutagenésis quimica se desarrol 16 otro método pa-
raintroducir mutaciones, que se basa en usar un
vector retroviral que seinsertaaleatoriamenteen el
genoma, interrumpiendo la secuencia de genes
(Amsterdamet al., 1999; Golling et al., 2002; Ams-
terdam et al., 2004). Usando lasecuenciadel vector
como cebador, esmasfacil saber donde se hainser-
tado y qué gen hainterrumpido. De las mas de 500
mutaciones identificadas, se han identificado més
de 300 genes presumiblemente responsables
(Amsterdam y Hopkins, 2006). En su contra hay
guecitar que el proceso deinfeccién con €l retrovi-
rus es mucho més laborioso que la mutagénesis
quimica.

El advenimiento de las técnicas de ato rendi-
miento (high-throughput) han afiadido una posibi-
lidad més para analizar lafuncion génica: el Tl-
LLING (Targeted Induced Local Lesssions IN the
Genome). Partiendo de una coleccion de animales
mutagenizados yano es necesario buscar un fenoti-
po en la segunda generacion como en los scree-
nings mencionados de genética directa, se puede
aplicar el principio de lagenéticainversay buscar
entre todos | os animal es parental es quienes portan
unamutacion en el gendeinterés, y sblo apartir de
ellos crecer la siguientes generaciones hasta obte-
ner los individuos homozigotos (Wienholds et al.,
2003). Como ventaja adicional, existe una elevada

probabilidad de recuperar un serie alélica del gen
en cuestién, una coleccion de mutaciones que pue-
dan manifestar el fenotipo con diferente severidad.

TAMBIEN A PEQUENA ESCALA

Tanto | os screenings fenotipicos por mutagénesis
quimica, como por insercién de vectores retrovira-
les,0el TILLING, solo sonposiblesconunagranin-
version material y humana, paramantener y analizar
todos los individuos necesarios, aungue en el caso
del dltimo sistema, la Unidn Europea financié una
plataforma publicadentro del 6° ProgramaMarco de
investigacion para que més investigadores tuvieran
acceso amutantes en genes de su interés.

Aungue |los experimentos de ganancia de fun-
cion son relativamente sencillos de llevar a cabo
mediante lainyeccion del MRNA correspondiente,
era necesario un método sencillo para analizar el
efecto delapérdidadefuncion génica. El raton pre-
senta como ventaja como modelo experimental la
posibilidad de anular la funcién de un gen con un
knock-out, lo que todavia no es posible en el pez
cebra, pese alosavances que se estén realizando en
esadireccion (Fan et a., 2006). En €l afio 2000 se
produijo otro hito que ha permitido subsanar en par-
teestadesventaja. Naseviciusy Ekker introdujeron
en el pez cebra el uso de los morfolinos, oligonu-
cledtidos antisentido modificados que se unen al
MRNA e inhiben la traduccién de un gen durante
los primeros dias del desarrollo (Naseviciusy Ek-
ker, 2000). Labondad de este procedimiento se ha
comprobado realizando numerosas fenocopias: re-
producir €l fenotipo resultante delamutacion de un
gen con un morfolino especifico contra ese gen
(genesis, voal. 30, n°3). Esta técnica ha permitido
gue laboratorios peguefios puedan analizar la fun-
cién génicaen el pez cebra, sin tener que recurrir a
grandes acuarios donde mantener un coleccién de
peces portadores de mutaciones en genes de poten-
cial interés, y sin esperar que dichas mutaciones
hayan sido identificadas, ya que no se ha logrado
alcanzar unasaturacion del 100% entodos|os scre-
enings realizados.

PECES DE COLORES A LA CARTA

Otrade las técnicas que han favorecido el desa-
rrollo del pez cebra como modelo experimental es
lafacilidad de generar de animales transgénicos.
Lamodalidad més extendidaeslaqueintentareca-
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pitular el patrén de expresion de un gen enddégeno,
clonando un fragmento del promotor delante de
unaproteinafluorescente como marcador, 1o que se
beneficia precisamente de latransparenciadel em-
brion.

L a técnica mas sencilla para generar un pez
transgénico eslainyeccién en el oocito fecundado
del DNA lineal, que seintegraraa azar en el geno-
ma. En contrapartidaasu sencillez, latasadetrans-
génesis no es muy alta, menor del 10%, pero esta
desventaja es compensada por el gran nimero de
animal es que se pueden generar en un experimento
(revisadaen Udvadiay Linney, 2003). Unamejora
gue se haintroducido en esta técnica eslaincorpo-
racion de sitios de reconocimiento para la enzima
de restriccion 1-Scel en los extremos de la cons-
truccion con el promotor mas gen marcador. Este
enzima tiene una secuencia de reconocimiento de
18bp, poco frecuente por tanto, y se co-inyectacon
el DNA. Este método mejora la tasa de transgené-
sis, llegando al 25-30% (Thermeset al., 2002).

Un método alternativo y mas eficiente se basa
en usar un vector quellevael promotor y el marca-
dor deinterésjunto a parte de lasecuenciadel ele-
mento transponible Tol2, propio del medaka, pero
ausente en el genoma del pez cebra. Este vector se
co-inyecta con el mMRNA que codificala propia
transposasa Tol2 y que catalizalaincorporacion en
el genoma de |as secuencias de interés (Kawakami
et al., 2000).

En ocasiones, los elementos reguladores de la
expresion de nuestro gen favorito no estan enlain-
mediata proximidad de |a secuencia codificante.
Paraevitar latediosatareade clonar y ensayar dife-
rentes fragmentos de tamafio cada vez mayor, se
puede recurrir aidentificar un clon de tipo BAC
(Bacterial Artificial Chromosome), que contienen
hasta 200kb de secuencia, y modificarlo por re-
combinacién parainsertar el gen marcador enlase-
cuencia del gen deinterés, y realizar un pez trans-
génico con dicha construccion (Yang et al., 2006).

Con €l avance delos proyectos de secuenciacion
de distintos genomas, la dotacién génica de los or-
ganismos queda revelada, pero para construir un
organismo a partir de esta coleccion de genes, su
actividad hade ser estrictamente regulada en tiem-
poy espacio. Laimportancia de esta regulacion se
pone de manifiesto a considerar que sdlo un 4% de
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todo el genoma es codificante, y que hay humero-
sas secuenci as no-codificantes que estan conserva-
das del pez cebraa humano pasando por €l ratény
gue son consideradas como reguladoras de la ex-
presién de los genes adyacentes (revisado en Bof-
felli et al., 2004). Paratratar deidentificar el mayor
ndmero de ellas se han emprendido screenings de
secuencias reguladoras en el pez cebra usando dos
herramientas ya mencionadas. Por un parte se ha
usado el sistema Tol2 (Kawakami et al., 2004) y
por otralainsercion de un vector retroviral (Elling-
sen et a., 2005). En ambos casos el principio es el
mismo: el correspondiente vector lleva el gen que
codifica una proteina fluorescente como marcador
y un promotor minimo, y si el vector se insertaen
las cercanias de un elemento regulador, la expre-
sion de la proteina fluorescente se vera controlada
por el mismo.

LA VIDA EN DIRECTO

De esta manera se han generado animales trans-
génicos en practicamente todos | os tejidos o pobla-
cionescelularesque auninvestigador le puedanin-
teresar. Y unadelas aplicaciones mésvistosasesla
utilizacion de estos animales transgénicos para la
visualizacion de procesos in vivo, siguiendo la evo-
lucién o migracion de las células fluorescentes ba-
jounmicroscopio, mejor si esconfocal. El embrién
del pez cebra se puede inmovilizar con un medio
semi rigido, como agarosa de bajo punto de fusién
0 metil celulosa, y seguir su desarrollo durante ho-
ras tan sblo manteniendo la temperatura adecuada,
sin necesidad de perfundir CO2.

Usando una linea transgénica que expresa la
proteina GFP bajo el control del promotor del gen
foxd3, especifico de lagliay marcando con otro
fluoréforo el nervio del primordio de lalinea late-
ral, que migraalo largo de lacoladel embrion du-
rante 24 horas, fue posible observar como en con-
diciones normales|las células de la gliaacomparian
lamigracion del nervio de un manera coordinada.
Pero en un embridn que ademés era homozigoto
para un mutacion en el gen sox10, que causa un de-
fectoen el desarrollodelaglia, el nervio seguiami-
grando inalterado en solitario, aunque en estadios
posteriores se puedo observar como €l nervio sede-
fasciculaba (Gilmour et al., 2002).

El descubrimiento de nuevas proteinas fluores-
centes en diferentes colores (revisadas en Chuda-
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kov et al., 2005) ha permitido la combinacion de
mas de un elemento transgénico en el mismo ani-
mal, marcando diferentes poblaciones celulares, o
estructuras subcel ulares con versiones modificadas
de la proteinas fluorescentes que se dirigen aloca-
lizaciones concretas: ndcleo, membrana. Una de
las nuevas proteinas fluorescentes es Kaede, origi-
nal deun coral. Estaproteinapresentalacaracteris-
tica de que cuando seirradia con luz UV, su fluo-
rescencianatural verde, pasaaser roja(Andoet al.,
2002). Expresada bajo el control del promotor del
gen huC, especifico de neuronas, permite marcar
célulasindividuales y seguir su desarrollo durante
3 dias(Sato et al., 2006).

DEL PEZ AL HOMBRE NO HAY TANTA
DISTANCIA

Unadelasobjecionestradicionalesal uso de pez
cebra como organismo model o es su distanciafilo-
genética respecto a ser humano (unos 400 millo-
nes de afios), que al finy al cabo es el destinatario
ultimo de los avances de lainvestigaci én biomédi-
ca. Sin embargo, pese a las evidentes diferencias
morfoldgicas y fisiolégicas, muchos genesy sus
funciones estan conservadas alo largo de laevolu-
cion. Enun articulo que merecid laportadadelare-
vista Science a finales del 2005, se encontro que €l
gen responsabl e de unade las mutaciones méas anti-
guasdel pez cebra, golden, que afectaala pigmenta-
cion de lapiel, es el sic24a5. Este gen es un inter-
cambiador de sodio/calcio dependiente de potasio
gue selocaliza en los melanosomas, y no solo esta
conservado en humanos, sino que se haencontrado
un polimorfismo en lasecuenciade 9.C24A5 que es-
tan asociado al color de piel de los europeos occi-
dentales (Lamason et a., 2005).

Como consecuencia de |os screenings de muta-
ciones se han identificado genes cuyo correspon-
diente ortélogo en humanos es el responsable de
una enfermedad. El primer caso fue la mutacion
weissherbst, cuyo fenoti po se caracterizaba por laau-
senciade hemoglobinaen las células eritroides. La
clonacion posicional de la mutacion revel6 que se
encontraba en el gen ferroportinl, un transportador
de hierro (Donovan et al., 2000). Su correspon-
diente ortélogo en humanos, denominado SLC11A3,
se ha encontrado posteriormente mutado en pa-
cientes de hemocromatosis hereditaria, que se ca-
racteriza por un exceso de hierro (Njajou et al.,
2001).

Uno de los sistemas a los que mas importancia
se estd dando es a pez cebra como animal modelo
de cancer (Amatrudaet al., 2002). Es en cierta par-
tel6gico que un animal modelo embriologia tam-
bién pueda convertirse en plataforma para el estu-
dio del cancer, puesto que se esta descubriendo que
muchos genes que son importantes durante el desa-
rrollo embrionario, se reactivan inadecuadamente
en procesos patol ogicos (Barrallo-Gimeno y Nieto,
2005). Por gjemplo, cuando células de melanoma
agresivo se implantan en un embrion de pez cebra
son capaces de inducir laformacién de un segundo
€je ectopico, debido a que secretan la molécula de
sefializacién Nodal, un importante morfégeno
(Topczewska et al., 2006).

Entre | os screenings especializados en busca de
nuevas mutaciones, uno se ha enfocado en atera-
cionesdelaproliferacion celular, y en el transcurso
del mismo se han encontrado mutaciones en genes
que producen inestabilidad genémicay un aumen-
to en la susceptibilidad ala aparicion de canceres.
Uno dedichos genesesbmyb, cuyahaploinsufiencia
[leva al incremento de la aparicion de tumores
(Shepard et al., 2005). Otro gen procedente del
mismo screening es |a separase, que codifica una
proteasa que ayuda a separa las crométidas herma-
nasdurantelamitosis, y cuyahaploinsuficienciaen
el pez cebrallevaal aumento en laaparicion de tu-
mores epiteliales (Shepard et al., 2007).

También ha sido posible la generacion de mo-
del os transgéni cos que recapitulan variedades es-
pecificas de cancer. La expresion del proto-onco-
gen c-Myc de raton bajo el promotor del gen rag,
gue se expresa normalmente en el timo, produjo la
aparicion de unaleucemia de células T en anima-
les adultos. (Langenau et a. 2003). La expresion
ubicuadelafusion delosgenes TEL-AML1 reca
pitul 6 en el pez cebralaleucemialinfoblastica
aguda de células B, igual que el producto de la
traslocacion t(12;21)(p12;q22) en humanos (Saba-
awy et al., 2006)

REGENERACION

Unadelasdiferencias del pez cebracon respec-
to a otros vertebrados son las propiedades regene-
rativas de ciertostejidos en el adulto. L os peces ce-
bra como otros teledsteos pueden regenerar todas
las aletas incluso cuando hasta un 95% de la extre-
midad es amputado. Esta propiedad ha sido am-
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pliamente utilizada para realizar €l genotipado de
animal es adultos, cortando un pedazo de tejido del
extremo delaa etacaudal, como en el ratén se cor-
tael extremo delacola, paraextraer el DNA. Pero
tras unos pocos dias, la aleta caudal empieza are-
generar, y en un par de semanas haal canzado su ex-
tensién original. Laregeneracion de laaletaimpli-
cael crecimiento y diferenciacion coordinado de
diferentes tipos celulares a partir del blastema, cé-
[ulas mesenquimaticas indiferenciadas y posible-
mente multipotentes (revisado en Akimenko et a.,
2003).

Recientemente se ha encontrado que, adiferen-
ciadelosmamiferos, también el tejido cardiaco del
pez cebra adulto puede regenerar. La ablacion de
hastaun 20% del ventricul o esreparadacon nuevos
cardiomiocitosen 1-2 meses, sin producir unacica-
triz de tejido fibrético como en los mamiferos
(Poss et al., 2002). En este proceso el epicardio
juega un papel fundamental. Células del epicardio
experimentan una transicion epitelio-mesénquima
inducida por la accién del factor de crecimiento
fgf17b secretado por el miocardio en regeneracion, y
contribuyen a la formacién de nuevos vasos coro-
narios (Lepilinaet a., 2006).

SCREEENING DE QUIMIOTECAS

Laindustria farmacéutica también ha encontra-
do en €l pez cebraun modelo de interés. Unadelas
limitaciones en el desarrollo de nuevas sustancias
de uso terapéutico es su validacion in vivo, puesto
que todavia es dificil predecir cuales tendran un
efecto positivo sobre su objetivo sin producir gra-
ves efectos secundarios en € organismo. El peque-
fio tamafio del embrién de pez cebra permite que
varios de ellos encuentren acomodo en cadauno de
los pocillos de una placa de 96 o incluso 384 poci-
[los, y en cada uno de ellos se administra un com-
puesto cuyas propiedades se quieren evaluar. Asi es
posible realizar ensayos in vivo con cientos de
compuestos a lavez. Ademés la evaluacion de la
actividad se puede realizar sobre un linea transgé-
nica de interés, lo que lo hace alin mas sencillo su
andlisis.

Por ejemplo, Peterson et al. (2004) realizaron
una busgueda de moléculas que fueran capaces de
rescatar el fenotipo causado por la mutacién grid-
lock, que afectaa gen hey2. Estamutacién causa un
fenotipo similar ala coartacién de la aorta en hu-

manos. Los autores probaron 5000 compuestos y
encontraron que dos de €ellos revertian el fenotipo
mutante a las 48h de desarrollo. Estos dos com-
puestos resultaron ser reguladores positivos de la
expresion de vegf (vascular endothelium growth
factor), un factor de crecimiento esencial parala
formacién de la vasculatura, y esta propiedad tam-
bién se produce en células humanas. Otro caso ha
sido el del mutante en el gen bmyb, mencionado an-
teriormente. Se analizaron 16000 compuestos para
descubrir uno que era capaz de revertir el fenotipo
de alteracion del ciclo celular que muestran estos
mutantes (Stern et al., 2005).

Y MUCHO MAS...

El uso del pez cebra como animal modelo no se
vaaquedar en estas aplicaciones. Ladiversidad de
herramientas genéticas disponibles y su combina-
¢ion haréa posible su uso en otro campos. Por gjem-
plo, se harealizado un screening de mutaciones
que afectan al metabolismo de lipidos, usando fos-
folipidos fluorescentes (Farber et a., 2001). Otros
ensayos se estan enfocando en aspectos de la con-
ductay respuesta a diferentes sustancias que afec-
tan la actividad del sistema nervioso (Darland y
Dowling, 2001; Ninkovic y Bally-Cuif, 2006). Y
en mundo cada vez més preocupado por €l estado
del medio ambiente, €l pez cebra también se esta
desarrollando como biosensor (Amanumacet al.,
2000; Alestrom et ., 2006).
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INSTALACIONES DE ZEBRA FISH

Centro
Andaluz

de Biologia
del Desarrollo

& CENTRO ANDALUZ DE BIOLOGIA DEL DESARROLLO
(UPO/CSIC/CECJA)

El 6 demayo de 2003, laconsejerade Educacion
y Ciencia (CandidaMartinez), larectoradelaUni-
versidad Pablo de Olavide (Rosario Valpuesta) y el
presidente del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (Emilio Lora-Tamayo) firman un con-
venio que permite lacreacion del Centro Andaluz
de Biologia del Desarrollo (CABD) que se con-
vierteen el primer centro de investigacion en Espa-
fa dedicado exclusivamente a esta rama de |a bio-
logia.

AL TSIy s

TED,

1) T
2R e T T

En la actualidad grupos jévenes y dinamicos
trabajan en el centro en el el desarrollo del: ratén,
zebrafish, Xenopus, Drosophila y Caenorhabditis. También
son objeto de estudio: el control del ciclo celular
en levaduras, laregulacion génicaen bacteriasy el
estrés oxidativo. EIl CABD se encuentra actual -
mente en fase de expansion, pretendiendo atraer

Articulo y fotos: Isabel Clara Rollan
Revision de texto: Juana Esteve

cientificos espafioles y extranjeros a este nicleo
tan singular.

Lasdiferenteslineas deinvestigacion son:

DESARROLLO DE VERTEBRADOS:

* Dra. MariaJosé Sanchez Sanz (CSIC). Regu-
lacion deladiferenciacion delas células ma
dre hematopoyéticas durante € desarrallo.

* Dr. José Luis Gomez-Skarmeta (CSIC).
Funcién y regulacion de los genes iroquois
en vertebrados.

DESARROLL O DE INVERTEBRADOS:

* Dr. Acaimo Gonzédlez Reyes (CSIC). Célu-
las madrey formacion de patron durantela
00génesi s en Drosophila.

* Dr. Fernando Casares (CSIC). Control del
crecimiento eidentidad de |os 6rganos du-
rante el desarrolloy laevolucion.

* Dr. James Castelli-Gair Hombria (CSIC).
Integracion celular dedistintosinputs gené-
ticos durante |la morfogénesis de érganos
compleos.
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e Dra. Maria Dolores Martin Bermuda
(CSIC). Cambios en laadhesiony lafor-
ma celular: migracién y morfogénesis en
Drosophila.

* Dr. Manuel J. Mufioz (UPO). Regulacién
genética del envejecimiento en Caenorhab-
ditiselegans.

* Dr. Peter Askjaer (UPO). Dindmicanucle-
ar en biologia celular y del desarrollo.

GENETICA:

* Dr. Juan Jiménez Martinez (UPO). Control
deladivisién celular.

* Dr. Andrés Garzén Villar (UPO). Papel de
lachaperona Hsp90 en el control del ciclo
celular y senescencia.

« Dr. José Ignacio |beas Corcelles (UPO).
Identificacion y andlisis de nuevos anti-
fungicos.

* Dr. Rafael Rodriguez Daga (UPO). Con-
trol del espacio celular y morfogénesis.

REGULACION GENICA:

* Dr. Eduardo Santero Santurino (UPO). Ex-
presién génica en bacterias de interés me-
dioambiental.

BIOLOGIA CELULAR:

« Dr. Placido Navas Lloret (UPO). Control
del estrés oxidativo.

* Dr. Carlos Santos Ocafia (UPO). Sintesis
de coenzima Q en Saccharomyces cerevisiae y
su implicacién en procesos de alargamien-
to delaviday envejecimiento.

* Dr. Antonio Miranda Vizuete (UPO). Cae-
norhabditis elegans como modelo para el es-
tudio de lafuncion de las tiorredoxinas en
eucariotas.

* Dr. Guillermo Lépez Lluch (UPO). Res-
triccion caldrica, dafio oxidativo y enveje-
cimiento.

« Dr. Jose Antonio Sanchez-Alcéazar (UPO).
Laappoptosisinducidapor lasdrogas qui-
mioterapicas.

« Dr. Manuel Ballesteros (UPO). Biosintesis
de Ubiquinona: regulacion metabdlica e
integracion en larespuestade estrés oxida-
tivo celular.

« Dr. Antonio Arroyo Luque (UPO). Prote6-
mica del complejo de sintesis del coenzi-
ma Q en organismos eucariotas.

La mayoria de los grupos realizaron trabajos
bastante notables en el pasado afio, avalado por pu-
blicaciones en revistas de reconocido prestigio. Al-
gunos de estos trabajos incluso han tenido una alta
repercusion en todos los medios de comunicacion
nacionales einternacional es.

De entre los servicios que se ofrecen el CABD,
destacan: servicio de animalario, irradiacion, mi-
croscopiay citometria, cocinas, biologiamolecular
y transgenia, gendémicay protedmica, etc.

La especie que es el tema del monogréfico ha
despertado €l interés de varios grupos de investiga-
cion en el centro que utilizan zebrafish como mo-
delo paraelo en el estudio de cuestiones tan diver-
sas como €l de: los mecanismos que controlan los
estadios tempranos del 0jo, el desarrollo de 6rga-
nosrenales o el andlisis de regiones reguladoras.

Actualmente dos |os grupos del centro (los diri-
gidos por los Drs. F. Casaresy J.L. Gomez-Skar-
meta) estan involucrados en un proyecto paralare-
alizacion de un screening de gendmica funcional a
gran escala con el objetivo de identificar regiones
reguladoras de la expresion génica (enhancers) con-
servadas en todos |os vertebrados. Para lograr este
objetivo setiene previstalaimplantacion deun sis-
tema con 3000 peceras (unos 16000 litros en total)
gue es, sin duda, un ambicioso proyecto. En la ac-
tualidad se encuentraen fase deinstalacion y acon-
dicionamiento con el objetivo de que, antes de que
finalice el presente afio, esté funcionando a pleno
rendimiento despuésdehaber incorporado mésin-
vestigadores ala plantilladel CABD.

SIGUE EN PAGINA SIGUIENTE =i
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Centro o
Andaluz

de Biologia

ded Desarrolio

MANTENIMIENTO DE INDIVIDUOS ZEBRAFISH
PROCEDIMIENTO ESTANDAR

INTRODUCCION

Lainstalacién de zebrafish que actualmente hay
seutilizaenel CABD, secomponedetressistemas
independientes de 350 litros cada uno con varias
hileras de peceras individuales de policarbonato
(tipicasjaulas pararatones). Cada sistema presenta
en su parteinferior: un reservorio de agua, calenta-
dores, filtros biol6gicos, una bombaimpulsora, ni-
vel de aguay las sondas para pH, salinidad y tem-
peratura. Toda la parte eléctrica se localizaen la
parte superior del sistema. Cada estante o hilera,
tiene unallave de paso que gobiernaunafilaentera
(7 a 8 peceras) Se puede regular, incluso indivi-
dualmente, la cantidad de agua que llega a cada
acuario.

El agua que abastece a los distintos sistemas es
agua tratada (agua de red pasada por una serie de
prefiltrosy carbén activo). Estaaguase acumulaen
un tanque (donde se van afiadiendo | as sales corres-
pondientes) y su llenado y vaciado (coincidiendo
con lademanda de cada uno de los sistemas) sere-
gula de manera automética.

Partiendo de la premisade que no bastasélo con
mantener alosindividuosvivossino que han de es-
tar en condi ciones éptimas (para que puedan repro-
ducirse) es preciso controlar varios aspectos:

 Lacalidad del agua.

« El rango de temperatura.
« El ciclo de luz-oscuridad.
 Laalimentacion.

Articulo y fotos: Isabel Clara Rollan
Revision de texto: Juana Esteve

CALIDAD DEL AGUA:

Este quizés sea uno de | os factores més criticos.
Laimportancia de este factor radicaen que la acu-
mulacion de las sustancias de desecho producidas
por losindividuos puede comprometer el estado de
salud de los mismos.

Se necesita basicamente:
eUn sistemade 6smosis reversa.

e Diferentes medidores (pH-metro, conducti-
metro, termometro).

eKits para medir la calidad del agua (amonio,
nitrito, nitrato y cloro).

eBicarbonato de sodio (para gjustar el pH y
gue debe oscilar entre 6.8 y 7.5 unidades).
Por reglageneral, se afladen 4g de bicarbona-
to por cada 100l de agua producida. Estapro-
porcion, de todas formas, variara en funcién
delasnecesidadesy esto, asu vez, dependera
del nimero de acuarios por sistema, de la
densidad deindividuos, etc.).

e Sal marina (normalmente se afiaden 20g por
cada 100l de agua producida, de tal forma
guelasalinidad estéentorno alos500uS. Las
altas concentraciones de salestienen un efec-
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to positivo en lasalud, pero las bajas concen-
traciones promueven la fecundidad; por tan-
to, hay quellegar aun equilibrio).

e Sulfato de calcio (0.84g por cada 100l de
agua producida)

El agua del sistema recircula de manera cons-
tante haciéndose pasar por unalédmpara ultraviole-
ta (germicida) y una serie de filtros biol6gicos (lu-
gar en los que las bacterias se encargan de
transformar el amonio ennitrito y éstea nitrato que
esexpulsado enlos“lavados’).

Paramantener el aguaen buenas condiciones, se
hade tener en cuenta otros aspectos:

eProcurar que los peces crezcan a una densi-
dad adecuada que dependerade: la€ficiencia
de los filtros, la edad del individuo, la ali-
mentacion, etc. En la bibliografia recomien-
dan unos 5 ¢ 6 adultos por litro en sistemas
con recirculacion.

eNo sobrealimentarlos. Con estafinalidad es
preferible afiadir cierta cantidad de alimento
eir suministrando segin demanda.

eRenovar diariamente el agua del sistema en
un 10%. Esdevital importanciaque no se ha-
gadeunasolavez sino en varioscambiosalo
largo del dia. La experiencia en nuestro La-
boratorio muestra que los cambios bruscos
pueden ser catastréficos.

ANIMALES DE LABORATORIO 35

TEMPERATURA:

Latemperatura del agua debe oscilar entre los
26y l0s 28°C . Latemperatura de la habitacion en-
tre 27y 29°C con €l fin de evitar condensaciones.

En nuestro caso cada sistema esté previsto de
una serie de calentadores controlados por un ter-
mostato. El registro de latemperatura se reflgjaen
un display ubicado en cada uno de los sistemas in-
dependientes.

ILUMINACION:

Ciclode 14 horasdeluz y 10 horas de oscuridad
conseguido con un sistemade pantallas fluorescen-
tes controladas por un temporizador.

ALIMENTACION:

A considerar diversas opciones seglin se traten
de individuos adultos o en fase de crecimiento. En
cualquier caso, se recomienda procurar distintos
tipos de comida.

En e caso de individuos adultos, son alimenta-
dostresvecesal dia(1tomadeartemiay dosdeco-
midaseca). Enindividuosen fasede crecimiento se
debe tener en cuenta:

e A partir del dia 5-8 del desarrollo (unavez
inflada la vejiga natatoria), se les alimenta
con comida seca pulverizada: baby food.

e A partir del dia 16, pueden alimentarse con
artemias. En el laboratorio alternamos tomas
de artemias con comida seca pasando de la
comida pulverizada a otra de mayor granula-
cién. Lafrecuenciacon la que deban alimen-
tarse dependerd un poco de la circunstancias
pero, en definitiva, con unas cuatro veces al
diaes suficiente. Hemos probado incluso con
larvas de Drosophila, y parece que da buenos
resultados. Si laalimentacion esadecuada, en
tres a cuatro meses se deberia contar con in-
dividuos capaces de reproducirse.

En fines de semana s6lo se alimentan unavez al
dia (artemia preferentemente).

Es importante el hecho de que, una vez haya
transcurrido un tiempo prudencial, (unos 10 minu-
tos aproximadamente) seretiren losrestos de comi-
daque queden en los acuarios.
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ESTABLECIMIENTO DE CRUCES:

Latarde anterior alapuestase separan machosy
hembras en acuarios independientes. Debe procu-
rarse que la proporcion de hembras sea mayor que
la de machos (de dos a cinco hembras por macho,
segun las diferentes fuentes consultadas). Hay va-
rios caracteres que diferencian ambos sexos aun-
gue, avecesy sobre todo en individuos muy jove-
nes, resulta francamente dificil distinguirlos:

e Por |o general, las hembras tienen formas
mas redondeadas, y |os machos son un tanto
mas estilizados. Hembras cargadas de huevos
tienen la tripamés hinchada.

e acoloracion en los machos es, quizés, un
poco maés acusada (tonalidades mas amari-
|lentas).

eIncluso en la bibliografia se comenta que a
las hembras se les puede distinguir por una
membranita transparente que tienen ala en-
trada del orificio genital pero, moviéndose a
lavelocidad que se mueven, es bastante difi-
cil apreciarlo.

o adiferenciaentre sexosesevidente en cuan-
to se ponen en contacto ya que son los ma-
choslosquetratan de nadar junto alahembra
(realizando una serie de movimientos carac-
teristicos).

Unavez separados se procede aalimentarlos. Al
diasiguiente, en cuanto se enciendalaluz delaha-
bitacién, se les pone a cruzar y, si todo va bien, en
apenas unos minutos empiezan a producir embrio-
nes. Estos son recogidos con unamallamuy finay
depositados en una placade petri con medio E3 (es-
pecifico para embriones). A partir de ahora €l pré-
Ximo paso puede ser latransgénesis o la incuba-
cién pararenovar el stock de mantenimiento. Antes
de que pase un afio, hay que estar pendientesdere-
novar lasdiferenteslineasyaque, segin el ritmode
puesta que se mantenga, pueden dar de si varios
meses. En el CABD solemos cruzarlos unavez por
semana.

Las jaulas de puesta consisten en dos contene-
dores de policarbonato superpuestos; uno de ellos
(el que contiene alos peces) dispone en el fondo de
una malla metdlica de tal forma que, durante la
puesta, los embriones pasan al fondo del acuario
(protegidos delos adultos por estamalla, puessi no
seloscomerian). Parareducir los comportamientos
agresivosy favorecer lareproduccidn, solemos co-
locar unaespeciede” hierbaartificial” y locierto es
gue funciona bastante bien.

EQUIPAMIENTOS PARA PEZ CEBRA

El sistema: ;. neerme de PANLAB

L os estudios en Genética estan siendo grata-
mente facilitados por el uso de los Zebrafish como
modelo de investigacion. En los Ultimos 15 afios,
€l uso de Zebrafish haincrementado de forma ex-
ponencial. Muchos animalarios tienen hoy en dia,
sus propias colonias de Zebrafish. Sin embargo, la
estabul acion con Zebrafish esmuy diferentealade
roedores, los cuales fueron utilizados en losinicios
delos estudios delaGenética .

Allentown Inc., lider mundial en laestabulacion
deroedores, asociadaaAquaneering (ambas repre-
sentadas en el mercado espariol deformaexclusiva
por Panlab, S.L.) han unido esfuerzos, conocimien-

tosy experiencia en sus respectivos campos para
fabricar los mas completos y mas avanzados habi-
tats acuaticos parael alojamiento delos peces, des-
tinados alainvestigacion en laboratorio.

L os sistemas de Zebrafish Allentown-Aquanee-
ring estan disponibles desde configuraciones a una
cara, sistemas de mesa, hasta las més extensas ins-
tal aciones con cientos de racks funcionando de for-
ma automatica con una alta eficiencia en los siste-
mas de filtracion. Sea cual sea la
medidadel rack escogido las caracte- |
risticas son las mismas: faciles
de manejo, escaso manteni-
miento, y gran calidad del agua.
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Esto se consigue debido a un Unico sistema con
diferentes estadios de sistemas defiltracion. El co-
razén del sistemaesun “Biofiltro fluidificado” que
tiene 10 veces més &rea de superficie que los siste-
mas existentesen el mercado. Estagran areade su-
perficie permite el crecimiento benéfico de 200 —
1000 tipos diferentes de bacterias, asegurando de
estamaneraun nivel estable en laecologiabiol 6gi-
cadentro del sistema. La poblacién de bacterias es
més grande quelacantidad de comidadisponible, y
ello permite al filtro nitrificar grandes cantidades
de amonio sin que provoque cambios en la calidad
del agua. El flujo de agua ascendente actiia como
un filtro de gravedad sin necedad de interrumpir la
circulacion o sin requerimientos de mantenimien-
to. El resultado es que € biofiltros puede funcionar
durante afios, sin mantenimiento alguno. Ademas
del filtro fluidificado, hay un tratamiento previo
del aguamediante osmosisinversa, asi como unfil-
traje de particulas grandes, limpiezade agua, y es-
terilizacion através de luz ultravioleta. Todos los
sistemas incluyen calentadores, y en las grandes
instalaciones con filtros centralizados, puedeinclu-
so incorporarse dosificacion automaticay opciones
de control de salinidad.

El sistema de estabulacion para Zebrafish ha

sido disefiado bajo dos criterios en su disefio de
facil manejo: poco mantenimiento y alta calidad

ANIMALES DE LABORATORIO 35

del agua. Los tanques individuales son autolim-
piables con una base en V que conduce alos soli-
doshacialaparte posterior del tanque, hacialasa-
lida del agua, evitando la acumulacién de
suciedad dentro del tanque. Estos tanques estan
moldeados en diferentes tamarfios en policarbona-
to o material autoclavable. Las pantallas renova-
bles del final de los tanques, son de diferente ta-
marfio de poro, en funcion del estadio que estemos
estudiando, fuerzan al agua air haciael final de
los mismos, llevando a los solidos a gran veloci-
dad hacialapartedearribay dealli al conducto de
desaglie com(n a todos los tanques. Todas las
conduccionesdelacanalizacion del aguaestan di-
sefiadas en PV C transparente para poder observar
en todo momento el flujo de aguay percatarse de
una posi bl e obstruccion, conducciones facilmente
desmontables para su limpieza y mantenimiento.
El suministro de agua es efectuado mediante val-
vulasindividuales, permitiendo unagran variedad
derangos deflujo en cada unade lostanquesindi-
viduales.

En resumen, estos sistemasincorporan unaserie
de mejoras Unicas, entre las cual es destacan:

e Cada rack puede mantener cualquier combi-
nacién de tanquesde 11, 21 y 9l paratener los
estadios de desarrollo que a investigador le
puedainteresar.
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¢ Sistema de auto-filtracion en cada uno de los
tanques.

e Filtros Biol6gicos de gran superficie

o Eficiente disefio ergondémico.

eProceso de filtrgje en cuatro fases, incluyen-
do el méseficientefiltro delecho fluidizable,

cuyas singulares caracteristicas de disefio
proporcionan aproximadamente 5 veces ma

yor conversion bioldgica de los residuos, con
una muy atisima calidad del aguay valores
de amoniaco y nitrito préacticamente indetec-
tables

¢ Necesidades minimas de mantenimiento

e Servicio técnico en todo €l territorio nacional
atravésde 3 centros técnicos de Panlab, loca-
lizados en Sevilla, Madrid y Barcelona.

El sistema Ze‘l"';-TEG deBIOSIS

Es el primer sistema dotado de un mecanismo
real de autolimpieza: cada pecera tiene su propio
sifon paraeliminar la suciedad de un modo activo.

El sistema garantiza que las mejores condicio-
nes microambientales se mantengan de forma
constante.

Todos los sistemas ZebTEC pueden aojar dis-
tintos model os de peceras en cualquier posicion del
rack. Ademas € flujo puede ser regulado indepen-
dientemente en cada pecera.

El ZebTEC esta equipado con doble vavula de
regulacion y de un sistema de visualizacion que
permite el control de la existencia de flujo indivi-
dualmente en cada pecera.

[TTRRRRTEEN]
ALERRREY n ]
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DIETA
DIETA IRRADIADA PARA PECES CEBRA ADULTOS

DESCRIPCION DEL PRODUCTO:

Cebraadulto de Harlan Tekland es unadietanu-
tricionalmente completa para ser usada en Pez Ce-
bra como animal de experimentacion. Esta espe-
cialmente formulada para promover un buen
estado de salud asi como un desarrollo adecuado de
los diferentes tejidos, y se ha demostrado que in-
crementalafecundidad. Ladieta utilizaingredien-
tesdefécil digestion minimizalaproduccion dere-
siduos i ayuda a mantener una buena calidad del

agua

DESCRIPCION COMPOSICION:

No presenta proteina de sojani de alfafa, mini-
mizando la presencia de fitoestrégenos

Incluye pigmentos caroteniodes que estimulan
el dicromatismo sexual

Contiene estabilizantes de la vitamina C que
promueve el desarrollo delostejidos

Envaseirradiado

PAUTA DE ADMINISTRACION DE LA DIETA:

Alimentar dos o tres veces a dia. La dieta debe
consumirse en 5 minutos. No se recomienda suple-
mentar la dieta con ningln otro componente

COMPOSICION:
Proteina : Minimo 53,0%
Grasa: Minimo 14,0%
Fibra: Maximo 1,0%
Humedad: Méaximo 12,0%

ANIMALES DE LABORATORIO 35

Fotos. Harlan

INGREDIENTES BASICOS:

Carne de pescado, gluten de harina de trigo,
aceite de pescado, liquidos solubles de pescado,
propionato célcico, levadorasy vitaminas

CADUCIDAD Y ALMACENAJE:

A partir delafechadefabricacion el producto se
debe consumir en un afio, peré de debe s el enva-
se hasido abierto de debe consumir en tres meses

PRESENTACION:

Envases de 800 gramos que se pueden adquirir
individualmente o en cgjas de 12 ( con la posibili-
dad de descuentos en el precio)

IDENTIFICACION DEL PRODUCTO:
Teklad 1912

EMBALAJE:
Pellets de 0,60 a 0,84 mm

.‘.“ This product has been

w treated with radiation.

=t
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EMPRESA SERVICIOS ZEBRA FISH

Articuloy fotos: ZF BIOLABS

PRIMERA EMPRESA ESPANOLA QUE TRABAJA CON EL MODELO DEL PEZ CEBRA PARA INVESTIGACION

ZF Biolabs (www.zfbiolabs.com) esla primera
empresa en Espafia especializada en el estudio del
Pez cebra (Danio rerio) como modelo animal parala
investigacion biomédicay toxicoldgica. ZF Bio-
labs nace afinales de 2003 con el objetivo de posi-
cionarse en Espafia como empresa de servicios de
alto valor afladido paralainvestigacién biomédica
y toxicol6gica enfocados fundamentalmente ala
industria farmacéutica quimicay cosmética. La
empresa dispone de unos |aboratorios propios en
TresCantos (Madrid) y tiene actualmente unaplan-
tilla de 8 personas: tres doctores, tres titulados su-
perioresy dos técnicos de laboratorio.

El pez cebra (Daniorerio) seintrodujo inicialmen-
teen el mundo delainvestigacion como modelo del
desarrollo de vertebrados. No obstante, sus impor-
tantes ventgjas (reducido tamafio, grandes puestas
de huevos no estacionales, transparencia del em-
brién y su répido desarrollo) contribuyeron aincre-
mentar répidamente sus aplicaciones. Estas aplica-
ciones se han beneficiado asi mismo del desarrollo
de numerosas herramientas (anticuerpos especifi-
cos, atlas de desarrollo, microarrays, cepas mutan-
tesy transgénicas, etc.) que alavez facilitan su uso

Figura 1. Pez cebra adulto

Figura 2. Indalaciones para la cria de pez cebra en
ZF Biolabs

BIOMEDICA Y TOXICOLOGICA

y promueven un mayor auge del modelo (Nusslein-
Volhard & Dahm, 2002). El genoma, proteomay la
fisiologiadel pez cebra estén siendo estudiados in-
tensivamente y se espera que su genoma esté com-
pletamente secuenciado préximamentet. Hoy en
diael pez cebraes considerado por € Instituto Na-
cional de Salud de EEUU (NIH) como el tercer ani-
mal mésimportante en investigacion, por detrasde
los roedores y Drosophila. Hasta la fecha hay ya
mas de 8.000 publicaciones? donde se cita al pez
cebracomo organismo model o y este nimero crece
exponencialmente.

ZF Biolabs realiza actividades propias de in-
vestigacion asi como por encargo de otras empre-
sas. En estos momentos la empresa participa en
un proyecto europeo de I+D denominado Nuclear
Envelope-linked Rare Human Diseases: from Molecular
Pathophysiology towards Clinical Applications. El pro-
yecto se llevara a cabo por un consorcio formado
por 11 partners, con una duracion de tres afios
(2006-2008). También colaboramos en estos mo-
mentos con la Universidad de Salamanca, en el
proyecto PETRI (Plan Nacional 1+D): “Desarro-
[lo de un nuevo modelo experimental de enfer-

http: /Mmmw.sanger.ac.uk/Projects/D_rerio/; http://mawww.ensembl.org/Danio rerio

2http: //wwww.nchi.nlm.nih.gov/Pubmed/, Diciembre 2006.
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EL PEZ CEBRA COMO MODELO EXPERIMENTAL

LPOR QUE

T .
N iqué es un MoDELD
e ANIMAL Y PARA QUE

UTILIZAMOS EL PEZ
CEBRA COMO MODELD ANIMAL?

Figura 3. Embrion de pezcebrade 8 cdlulas (1, 25
horastras|a fertilizacion)

Figura. 4: Microinyeccion de embriones de pez cebra

Figura 5. Peces cebra en lasingalaciones de ZF
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1 #
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Biolabs

medades neurodegenerativas en el pez cebra ba-
sado en la enzima Fatty Acid Amide Hydrolase
(FAAH)".

Laempresa ofrece también un servicio especia-
lizado paralapuesta en marcha de instalaciones de
criay mantenimiento de pez cebra a universidades
y centros publicos deinvestigacion, aportando toda
Su experiencia propia en el uso y manejo de estas
instalaciones. Hastalafecha, laempresahacolabo-
rado con laUniversidad de Salamancay laUniver-
sidad de Cantabria. También suministramos em-
briones de pez cebra vivos o fijados en un
determinado estadio de crecimiento (Horas Post Fer-
tilizacion) agrupos de investigacion parasus proyec-
tosdeinvestigacion.

ANIMALES DE LABORATORIO 35

AREAS DE ACTIVIDAD DE
ZF BIOLABS.

1. TECNOLOGIAS PARA LA CRIA Y
MANTENIMIENTO DEL PEZ CEBRA

El primer aspecto con € que ZF Biolabs inicié
su actividad de 1+D fue el desarrollo de procedi-
mientos para la criay el mantenimiento de los pe-
ces cebra, asi como de sus estadios embrionario,
larvario y juvenil. De este modo, se estudiaron los
parametros criticos del agua paramantener unaca-
lidad 6ptimaparael crecimientoy lareproduccion,
establ eciéndose un protocol o de tratamiento, moni-
torizacién y mantenimiento de los stocks.
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Dentro de esta linea de actuacion destaca también
€l desarrollo desistemasde cultivo no estresantes, que
permiten un fécil mangjo de los individuos (impres-
cindible cuando se realiza induccion de puesta) con
un ba o mantenimiento y en dptimas condiciones.

Otro hito importante en el desarrollo de tecnolo-
giaasociada a la biologia del Pez cebra fue la ob-
tencion de una alimentacion exclusivamente inerte,
que cubretodo su ciclo de vida, junto con un proto-
colo dedosificacion quetiene en cuentafactores co-
mo la biomasa o cambios en |os requerimientos
energéticos delos peces, como sucede, por giemplo,
cuando son destinados ala obtencién de puestas.

2. TECNOLOGIAS PARA LA PRODUC-
CION DE EMBRIONES

Sin duda uno de los desarrollos més relevantes
realizados por ZF Biolabs es la obtencion de em-
briones por induccion de la oogénesis 'y |a esper-
miacion y la posterior fertilizacion in vitro. Este
novedoso sistema permite la obtencién de embrio-
nes de pez cebra de manera controladay planifica
da, con unos estandares de calidad muy altos, lo
gue posibilita entre otras cosas la planificacion de
laactividad investigadora del laboratorio, |aobten-
cion de muestras con desarrollo sincrénico, una
mayor éxito en programas de microinyeccién, po-
sibilidad de venta de embriones a terceros en una
estadio de desarrollo (hpf: horas post fertilizacion)
concreto, muy Util parainvestigaciones de biologia
y genéticadel desarrollo.

3. NUEVOS ENSAYOS DE TOXICIDAD
CON EMBRIONES DE PEZ CEBRA.

El embridn de pez cebraes un excelente modelo
animal paraestudiar y evaluar latoxicidad de com-
puestos, tanto parael ambito del desarrollo de nue-
vosférmacos como paraeval uacién de compuestos
guimicos, cosméticos o ensayos de ecotoxicidad.
Al ser labasey larazon de ser de laempresa, esta
area es ala que se esta dedicando mas recursos en
estos Ultimos meses.

En estos momentos la empresa ha puesto a pun-
to un ensayo de toxicidad embrionaria con €l pez
cebra(DTZ) queestayaenfasedevalidaciony que
estamos ya ofertando como servicio para detectar
teratogenia a empresas farmacéuticas. Se trata de
un ensayo que permite anticipar datos de teratoge-

géioLabs
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niay que puede ser de utilidad en los procesos de
desarrollo de nuevos farmacos.

L os resultados han sido presentados en congre-
sos internacionales como e Congreso | nvitox 2006
(14th. International workshop on in vitro toxicology cele-
brado en Ostende, Bélgica en octubre de 2006 y
donde ZF Biolabs particip6 con €l poster: “Zebrafish
Embryo-Based Developmental Toxicity Test (DTZ).

Otros ensayos de toxicidad en los que laempre-
sa estatrabajando son:

eEnsayo de Toxicidad aguda rapida, para po-
der tener datos en menos de 1.5 hrs. desde el
comienzo de laexposicion a compuesto.

eEnsayo de Hepatotoxicidad: permite detec-
tar malformacionesy disfuncionesen el higa-
do debidas ala actividad de un determinado
compuesto.

e Ensayo de Cardiotoxicidad, para detectar
compuestos que afecten a corazon y sistema
circulatorio.

eEnsayo de Neurotoxicidad, que permite de-
tectar latoxicidad en el Sistema Nervioso
Central y Periférico de un compuesto

4. BIOLOGIA MOLECULAR.

Una de las importantes ventajas que ofrece le
pez cebracomo modelo animal eslaposibilidad de
aplicar nuevas técnicas de genomica funcional pa-
rael estudio de genesy proteinas. ZF Biolabs ha

28 ANIMALES DE LABORATORIO 35 ¢ SOCIEDAD ESPANOLA PARA LAS CIENCIAS DEL ANIMAL DE LABORATORIO



puesto apunto latécnica paralamicroinyeccion de
morpholinos en embriones de pez cebraque permi-
tedeformargpiday sencillael silenciamiento tem-
poral de genes (Generacion de Knock-downs). Esta
técnica se esta utilizando para €l estudio de enfer-
medades de base genéticay para la busgqueda de
compuestos activos que puedan paliar los efectos
asociados a bloqueo de determinados genes.

Esta también previsto utilizar latecnologia dis-
ponible de transgénesis para generar Peces Cebra
con marcadores fluorescentes tejido-especificos
que faciliten la observacion de los fenotipos, con-
tribuyendo asi areducir €l coste delos ensayos.

5. MODEL OS TRANSGENICOS

El desarrollo de model os transgénicos de pez
cebra que puedan ser de utilidad para el descubri-
miento de nuevos farmacos es una de las actuacio-
nes que ZF Biolabs se plantea alargo plazo. Te-
niendo en cuenta que se trata de investigaciones
largas, con unaataincertidumbrey coste, ZF Bio-
labs ha optado por establecer colaboraciones con
distintas instituciones publicas de investigacion
con el objeto de desarrollar conjuntamentey explo-
tar lautilizacion de nuevos model os de enfermeda-
desy dianas terapéuticas basados en la generacion
de Peces Cebra transgénicos.

En estos momentos, la empresa participa en un
proyecto PETRI con laDra Ragquel Rodriguez, del
Departamento de Bioquimicade laUniversidad de
Salamancaparael desarrollo deun Pez cebratrans-
génico paralaenzima FAAH. Distintas evidencias
indican que este enzima podria estar implicado en
diferentes procesos como la apoptosis celular, la
fertilidad, el control delaansiedad y del apetitoola
neuroproteccion.

Algunasreferenciasinteresantes sobre el uso del
pez cebracomo modelo animal
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EDUARDO DIAZ GARCIA

Lugar de Trabajo:
Centro Nacional de Biotecnologia

Breve descripcion del cargo que ocupa:
Encargado del acuario para danios cebra.

Afios Experiencia:

5

Sociedades en las que participa:
ninguna

Participacion dentro de SECAL:
No.

¢Como seinicié en el campo delacienciadel
animal delaboratorio?

Comenceé trabajando en el Salk Institute como
encargado del acuario del centro.

Resumen de su actividad profesional

Octubre 2000 — octubre 2002: encargado del
acuario del Salk Institute

Septiembre 2004 — actualidad: encargado del
acuario del Centro Nacional de Biotecnologia

¢Cuales son los temas que mas le interesan
relacionados con la ciencia del animal de labo-
ratorio?

Dado que no trabajo con una especie domésti-
ca, Sino con unaespecie salvaje mantenidaen cau-
tividad, me interesan |os estudios |levados a cabo
en e medio natural de estos peces para asi poder
extrapolarlosy aplicarlos alavidaen cautividad.

Me interesa todo los relacionado con la nutri-
cion delos peces dulciacuicolas, el tratamiento de
enfermedadesy e enriquecimiento ambiental.

¢Cuales son sus obj etivos par a los pr 6ximos
anos?

Experimentar con distintas dietas y densidades
de peces en los acuarios.

Encontrar ideas que sirvan como enriqueci-
miento ambiental.

¢Que consejos daria alos que ahora seini-
cian?

Que no tengan miedo a experimentar tratando
de encontrar mejores condiciones de vida parasus
animales.

Que lean todos | os articul os que encuentren so-
bre el mantenimiento de la especie que cuiden.

Que aprendan desde € principio a pararles los
pies alos investigadores gque traten de abusar de
ellos.

¢Qué opinidén le merece la oferta de forma-
cion presente en Espafia?
Loignoro
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