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INTRODUCCION

El pez cebra (Danio rerio) es un modelo animal que ha surgido como herramienta para el estudio de diversas enfermedades humanas, entre ellas, el
cancer. Se utiliza como modelo para xenotrasplantes de células tumorales y para estudios de toxicidad de diferentes compuestos quimioterapicos in vivo.
El conjunto hace que tenga ventajas frente al modelo murino tales como rapidez, high throughput screening y bajo costo de mantenimiento; dando una
terapia personalizada y eficiente.

Los xenotrasplantes en este modelo animal esta en auge para la caracterizacion tanto de la proliferacion de lineas, como para visualizar la capacidad
metastasica de las mismas en el interior del embrion. Por esto mismo, se intenta cada vez ser mas preciso en la manera en la que se cuantifican estos
parametros, y a la vez, intentar llegar a unas condiciones lo mas parecidas posibles a las naturales para estas células, es decir, en el interior del cuerpo
humano.

Por ello, en este estudio se mejoran las caracteristicas de estas condiciones en lo que a la temperatura e indice de proliferacion se refiere, con el objetivo
de establecer unas condiciones en las cuales el comportamiento celular sea lo mas similar al que ocurriria dentro del cuerpo humano y poder determinar
de manera precisa mediante un indice proliferativo cuanto se han dividido esas células.

METODOS

El contenido de una inyeccion de la linea de cancer colorrectal HCT116, transfectada con GFP, se
deja caer sobre un portaobjetos para cuantificar mediante software el nimero de células de las
inyecciones posteriores, dando lugar a una cantidad determinada de células.

Posteriormente la linea celular se inyecta en el saco vitelino de embriones de 48 horas post
fecundacion (hpf) mediante un sistema de microinyeccion. En este momento, con 0 horas post
inyeccion (hpi) se realiza una foto por cada embrion en campo claro y fluorescente, para detectar
las células que portan en el interior y su futura comparacion con el tiempo final.

La incubacion de los embriones se realiza a dos temperaturas diferentes: 342C y 362C. De esta
manera se pueden comparar la proliferacion de las dos temperaturas sobre las células, tanto sin
farmaco, como con un antitumoral disuelto en el agua desde las 24hpi hasta las 72hpi en el caso
de 362C.

Finalmente a las 72hpi (3 dias) los peces se vuelven a fotografiar para poder establecer la
comparacion entre tiempo inicial y tiempo final mediante analisis con software, y de esta manera
comprobar la proliferacion a las diferentes temperaturas mediante un ratio establecido por el
programa.
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RESULTADOS

Al realizar un analisis de las imagenes comparando tiempo 0 hpi y 72hpi, el software ajusta automaticamente un umbral de intensidad, de manera que se elimina |la autofluorescencia que pudiese tener
el pez a estos tiempos, y se asegura que se limita al area ocupada por las células. De esta manera se obtienen unos resultados tanto del nGFP (numero de pixeles con GFP, area) como de VMG (Valor
medio de grises, intensidad) y con estos datos se elabora un ‘ratio de proliferacion’ (Figura 1-3). Mediante la interpretacion de estos ratios (disminucion<1<proliferacion), podemos concluir que los
resultados obtenidos muestran que la proliferacion in vivo de las células de cancer colorrectal HCT116 es mayor a 362C, la cual se acerca mas a la temperatura del cuerpo humano, que a 342C.

Por otra parte el tratamiento con 5-Fluorouracil (5-FU) ha sido satisfactorio, pudiendo ver en la Figura 3 que la reduccion es importante cuando este farmaco es aplicado en el agua durante la incubacion
de los peces (ratio=0,033).

Como ultima consideracion, la mortalidad de los embriones ha sido suficientemente baja como para realizar los experimentos a 362C, como se puede ver en la Figura 4 la diferencia entre la mortalidad a
34°Cy 362C cuando los peces han sido inyectados tanto como los blancos (no inyectados), no es muy diferente.
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DISCUSION

El desarrollo normal de los embriones de pez cebra se ha establecido
de 322C a 352°C!. A pesar de esto, algunos autores han recalcado la
importancia de realizar estudios a mayor temperatura, cercana a la
corporal para comprobar el comportamiento celular en estas nuevas
condiciones?. Los resultados obtenidos sugieren un cambio
importante en l|a proliferacion de esta linea en concreto sin ver
afectada la mortalidad de los embriones, como sugieren algunos
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