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Resumen.- El pez cebra (Danio rerio) es una especie de laboratorio usada mundialmente para el
biodescubrimiento y la investigacion biomédica experimental. Esta especie posee un genoma
secuenciado y presenta facilidades para la manipulacion genética que permite modelar enfermedades
humanas croénicas, infecciosas y cdncer en ensayos preclinicos. Al ser mas pequeios y de alta
fecundidad, el manejo de este pez es econdmico en comparacidn con modelos de mamiferos. La
facilidad de manipulaciéon de embriones y larvas que se desarrollan en medios de cultivo permite
el reemplazo, reduccion y refinamiento en el uso de animales adultos para investigacion. Estas
caracteristicas también facilitan su uso para ensayos masivos de cribado (screening) mutagénicos,
toxicoldgicos o de biodescubrimiento. Esta revision busca resumir los puntos mas importantes sobre
el manejo y experimentacion en el pez cebra.
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Abstract.- The zebrafish (Danio rerio) is a laboratory species used worldwide for biodiscovery
and biomedical experimental research. This species has a sequenced genome and allow genetic
manipulation; thus, it is commonly used to model human chronic and infectious diseases, and cancer
in preclinical assays. Since zebrafish are small and have high fecundity, its management is more cost-
efficient compared to mammalian models. The ease of manipulation of embryos and larvae that grow
in a culture medium is consistent with the replacement, reduction and refinement in the use of animal
species for research. These characteristics also allow their use in massive mutagenic, toxicological
and biodiscovery screenings. This review intends to summarize the most important points regarding
management and experimentation in zebrafish.
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Introduccion

El pez cebra (Danio rerio) es un pez tropical de agua dulce, que habita en cuerpos de agua calidos,
claros, lénticos o de poco movimiento, del sur de Asia, en las llanuras aluviales de India, Pakistan,
Nepal y Bangladesh (Arunachalam et al. 2013; Engeszer et al. 2007; McClure et al. 2006; Spence et al.
2007; Suriyampola et al. 2016). A principios del siglo veinte, esta especie se introdujo a Europa para
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volverse una de las mas comunes en acuarios vy, en 1934, ya se reconocia su utilidad como especie
de laboratorio: el bajo costo, facilidad de manejo, alta fecundidad y rapido desarrollo (Creaser 1934).
Durante el siglo pasado, los peces cebra fueron usados esporadicamente en embriologia descriptiva
y toxicologia, pero solo fueron establecidos como especie de laboratorio gracias a los pioneros en
genética molecular George Streisinger en Oregdn (EE. UU.) y Christiane Nisslein-Volhard en TUbingen
(Alemania) (Eisen 2020; Grunwald y Eisen 2002). Los trabajos fundamentales de Streisinger lograron
establecer técnicas para analisis genético, el analisis clonal de las células e incluso la optimizacion
de los cuidados y cria (Chakrabarti et al. 1983; Streisinger et al. 1989, 1981; Walker y Streisinger 1983).
El grupo de investigacion establecido en Oregdn también fue el primero en generar mutantes y en
demostrar la capacidad de los peces cebra para asimilar moléculas de ADN extrafas, replicarlas
y transmitirlas a la siguiente generacion, al crearse los primeros peces transgénicos (Stuart et al.
1988). El establecimiento de métodos de manipulacion genética en el pez cebra inspiraron a NUsslein-
Volhard, unos anos antes de ganar el premio Nobel, a iniciar el primer ensayo de mutagénesis masivay
cribado en un vertebrado, “The Big Screen” (Haffter et al. 1996; NUsslein-Volhard 2012). El éxito de este
ensayo masivo de mutagénesis se debid a otra caracteristica clave de los peces cebra, la translucidez
de sus embriones y larvas. La capacidad de observar células y tejidos internos simplemente usando
microscopia de contraste permitid asociar mas de mil mutaciones a multiples procesos del desarrollo
embrionario, desde la activacion del genoma cigodtico, gastrulacion, neurulacidon, organogénesis,
neurogénesis, etc. (Kimmel y Warga 1988; Nusslein-Volhard 2012). En adelante, el pez cebra se ha
adaptado a la gran mayoria de avances biotecnoldgicos que han permitido manipular su genoma
para obtener silenciamiento dirigido (CRISPR-CAS9, TALEN, nucleasas Zn-finger), expresion y
silenciamiento condicional, marcaje de proteinas, marcaje molecular, entre otros (Sharma et al. 2021,
Zu et al. 2013).

La importancia biomédica del pez cebra radica en una equivalencia anatdmica, genémica y funcional
con los humanos (Veldman y Lin 2008). Asi, el 70 % de los genes humanos tienen un ortdlogo en el
pez cebra; equivalencia que supera el 80 % al comparar ortélogos de genes asociados a enfermedades
(Howe et al. 2013). Los peces cebra también poseen los mismos mecanismos de regulacion
epigenética que los humanos (Long et al. 2013). Estas similitudes son importantes para estudiar
en vivo procesos fisiopatoldgicos y permiten encontrar potenciales curas. La presente revision
bibliografica busca compilar informacién esencial, técnica y ética, sobre el uso del pez cebra en
laboratorios de investigacion. Al mismo tiempo, revisa estrategias actuales usadas para el estudio
del desarrollo embrionario, regeneracion y la aplicacion de esta especie en ensayos toxicoldgicos y
teratogénicos en ensayos preclinicos.

El fenotipo silvestre, lineas de laboratorio y genémica

El pez cebra pertenece al género Danio, clasificado dentro de la familia Cyprinidae (Hamilton 1822).
Los adultos de esta especie son fusiformes, con una longitud estandar de entre 18 y 37 mm (Singleman
y Holtzman 2014). El nombre comun de esta especie se debe al patrén bilateral de pigmentacion,
con bandas oscuras y plateadas-doradas intercaladas que se extienden a la aleta caudal (Johnson et
al. 1995; Owen et al. 2020). Los machos tienen el vientre recto y en las bandas claras resalta el color
dorado, mientras que las hembras poseen el vientre mas abultado y en las bandas claras resalta el
plateado (Figura 1)
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Figura 1. Individuos adultos de pez cebra de la cepa (AB). (A) Macho adulto. (B) Hembra adulta. Fuente: Galarza-Pichucho,
Arévalo Cuaical, Ruano-Rivadeneira, Daniela Zurita-Paredes y Andrés Romero-Carvajal. Los autores de este articulo.

Actualmente estan registradas veintidds variedades de laboratorio que presentan el fenotipo similar
al tipo silvestre de pez cebra (lineas estadndar; The Zebrafish Information Network 2024). Las lineas
mas usadas para investigacion son AB, TU, TL y WIK. La linea AB fue generada a partir de peces cebra
de dos tiendas de mascotas (tienda A y tienda B), usadas para generar ginogenotes (Streisinger et al.
1981). La linea TU fue generada por NUsslein-Volhard a partir de peces de varias tiendas de mascotas
de TlUbingen (Haffter et al. 1996). Para cualquiera de las lineas actualmente disponibles, se requiere
de multiples cruces de parentales y varias generaciones seleccionadas contra mutaciones deletéreas
(Trevarrow y Robison 2004). Gracias a un sinnumero de experimentos de mutacion, ahora existen 52
000 fenotipos para 7 055 alelos mutantes de 4 895 genes y el objetivo es obtener alelos mutantes
para todos los genes codificantes para proteinas (Bradford et al. 2022). Al igual que cualquier
organismo con mutaciones mapeadas al genoma de referencia, existe una nomenclatura para lineas
tipo silvestre, cepas mutantes y transgénicos (Bradford et al. 2022). El pez cebra es una especie
diploide con un nimero cromosémico de 25 (2n = 50), su genoma tiene mas de 1400 Mb y se han
registrado aproximadamente 26 000 genes codificantes para proteinas, con un niumero importante
de genes especie-especificos (Howe et al. 2013).

Estandares de manejo y cria en laboratorios de investigacion

Etica y regulaciones respecto al manejo y cria de peces cebra en Ecuador

Los peces cebra son vertebrados con sistemas somatosensoriales derivados, por lo que se considera
que sufren dolor y estrés mas alld de la duda razonable (Sneddon et al. 2024). El manejo y cria
de peces cebra, al igual que el de cualquier animal de laboratorio, debe regirse por estandares
éticos y regulaciones legales. Dentro de los estandares éticos se encuentran maximas como la no
maleficencia, no crueldad y el respeto a la vida, asi como dos principios: el de maximizar la utilidad de
la investigacidn y el principio de las tres erres (reemplazar, reducir y refinar el uso) para minimizar el
dafio (dolor y distrés) causado (Brown 2013). La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (WOAH en
inglés), basada en estos principios éticos, presenta estdndares procedimentales a manera de coédigos
para especies terrestres y acuaticas. En estos cddigos se define la necesidad de regulacién del uso de
animales de investigacidén por una autoridad gubernamental competente y la evaluacién ética de los
procesos de investigacion por comités de expertos conocidos como IACUC (Institutional Animal Care
And Use Committee) (WHOA 2024). Hay que resaltar que el manual de la WHOA para organismos
acuaticos no tiene una seccién para organismos acuaticos de investigacion.
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En Ecuador, el articulo 244 del Reglamento General de la Ley Organica de Sanidad Agropecuaria, (2019)
establece que el ente regulador del uso de animales de investigacion es La Agencia de Regulacién
y Control Fito y Zoosanitario (AGROCALIDAD). Esta agencia emitio, en 2021, la resolucion 227 en la
que definen reglamentos para la conformacién y aprobacién de comités de ética para la investigacion
en animales (CEIA). En la misma resolucioén, en el Anexo 2, se establecen los estdndares que deben
cumplir los bioterios para animales de investigacion, basdandose en la normativa de la WHOA para
animales terrestres (AGROCALIDAD Resolucién 277, 2021; WHOA 2024). En Ecuador, no existen guias
ni estdndares oficiales de cria y manejo de animales acuaticos para investigaciéon. Para comparar, en
Estados Unidos, las regulaciones legales dejan al IACUC establecer los estandares mas apropiados
para bioterios, basandose la guia de uso de animales de laboratorio de Garber y colaboradores (2011).
Esta guia posee recomendaciones generales tanto para especies terrestres como acuaticas, sobre
las que el Instituto Nacional de Salud (NIH) y los IACUC crean normas basicas (Cartner et al. 2020).
Todas estas guias poseen procedimientos actualizados para la anestesia, analgesia y manejo del
dolor (Sneddon et al. 2024).

Las regulaciones internacionales actuales para el uso de animales acuaticos de investigacion se
basan en parametros estdndar que satisfacen las necesidades fisicas y de comportamiento de un
animal. Se debe entonces garantizar las condiciones apropiadas para el alojamiento (calidad de agua,
temperatura, iluminacion), sanidad (higiene y prevencién y control de enfermedades) y nutricién
(acceso al agua vy a la comida; Garber et al. 2011). A continuacidn, revisaremos estos parametros.

Parametros fisicoquimicos y calidad del agua

Los parametros fisicoquimicos del agua regulan todos los procesos fisioldégicos y comportamentales
del pez cebra. Cambios en uno o varios de estos pardmetros provocan respuestas de estrés, trastornos
crénicos y cambios en fecundidad (Hammer 2020; Pavlidis et al. 2013; Zahangir et al. 2015). Los
parametros comparados en la Tabla 1 son el resultado de multiples intentos de imitar las condiciones
naturales de temperatura, acidez, conductividad, claridad del agua (Alestrém et al. 2020; Engeszer
et al. 2007). Al mismo tiempo, restringir la variabilidad en los parametros al minimo en el laboratorio
permite asegurar la reproducibilidad experimental, evitar el crecimiento de patdégenos y evitar la
acumulacion de moléculas toxicas (Hammer 2020).

El disefio apropiado de peceras (Figura 2), sistemas de cria con recirculaciéon de agua (Figura 3) y
cuartos de bioterio, permite controlar varios de los pardmetros fisicoquimicos del agua y sanidad
de las colonias (Cockington 2019). El agua potable en ciudades pobladas de Ecuador generalmente
posee cantidades de cloruro libre superiores a los 0.3 mg/L asi como de otros minerales que
resultan toxicos para peces cuando hay exposicion cronica (Alestrém et al. 2020; Cipriani-Avila et al.
2020). Procesos como el aireamiento regular y reposo o el prefiltrado y ésmosis reversa, remueven
estos compuestos antes de que el agua entre en contacto con los peces (Hamme 2020). Cuando
se usa filtrado por dsmosis reversa, después del filtrado se deben compensar pérdidas en el pH vy
conductividad (salinidad) suplementando iones bicarbonato y sal marina.

Los desechos de los peces y los microorganismos en el agua provocan el incremento de amoniaco

(NH,), ion amonio (NH,), nitritos (NO,) y nitratos (NO,") en el agua, siendo NH, el mas toxico para
peces (Murray et al. 2020). Un nivel apropiado de bacterias nitrificantes en el filtro bioldgico del
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tanque o sistema (Figuras 2 y 3) acelera la oxidacion de NH, a NO,"y el cambio de agua regular, reduce
las concentraciones de NO, al minimo. Concentraciones anormales de cloruro libre o compuestos
nitrogenados usualmente resultan en cambios en el pH por lo que su monitoreo debe ser diario,
mientras que analisis especificos de nitritos, nitratos y cloro pueden ocurrir de forma semanal (Murray
et al. 2020).

Tabla 1. Estandares sugeridos en parametros fisicoqguimicos del agua y pardmetros ambientales en comparacion
con los valores descritos para el habitat natural del pez cebra descrito por Engeszer y colaboradores (2007;
fila 1)

Parametros fisicoquimicos del agua Parametros ambientales
NO2- NO3- : *
Temp. Conductiva. Densidad Luz_/ Temp. Ref.
Agua pH (Peces / Oscuridad A
Q) (uS/cm) Litro) (Horas) O
(ppm) (ppm)
) B ~ (Engeszer et
24 - 38 7.3-8.2 10 - 271 NA NA NA NA NA al. 2007)
_ _ ) (Reed y
25-29 6.0 -8.0 NA NA NA 5 14/10 26 - 28 Jennings 2011)
) ) ) (Alestrom et
285  65-80  <25mg/l <0.3 X 4-10 1410 24-29 %5050y
) ) (Lawrence
24-30 7.0 - 8.0 NA <0.02 <200 <40 14/10 27 2007)
(Cockington
26 - 29 7.0 -8.0 200 - 3000 <0.5 <50 5-10 14/10 NA 2019; Hammer
2019)
24-29 65-80 150-1700 <25mg/l <03 mg/L  3-12 14/10 na  (DelVecchio
’ ’ ' et al 2022)

* La guia de Reed y Jennings (2011) pertenece a la Royal Society for the Prevention of Cruelty to Animals (RSPCA)
y es usada como el estandar para el manejo de Pez Cebra en el Reino Unido. El texto de Alestrdbm y colaboradores
(2020) resume las recomendaciones de la Federacidon Europea de Asociaciones Cientificas para Animales del
Laboratorio (FELASA) y la Sociedad Europea para especies acuaticas usadas en Biologia y Medicina (EUFishBiomed)
para la aplicacion de las regulaciones de la Comisién Europea. Hammer (2019) y Cockington (2019) recogen la
mayoria de los estandares requeridos por IACUCs de los Estados Unidos, de acuerdo con la guia (Garber et al. 2011).
** NA. Pardmetro no revisado y o especificado

Figura 2. Pecera independiente para cria de peces cebra. 1. Esponja para filtro bioldgico conectada a la manguera del
aireador. 2. Captador y Bomba para recirculacion de agua (3). 4. Calentador eléctrico de agua de 100 Watts. 5. Termdmetro.
Fuente: Galarza-Pichucho, Arévalo Cuaical, Ruano-Rivadeneira, Daniela Zurita-Paredes y Andrés Romero-Carvajal. Los autores
de este articulo.
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Figura 3. Sistema semiautomatico de cria para peces cebra. A. Vista frontal. B. Vista Lateral. 1. Sistema de prefiltrado y dsmosis
reversa para el agua de llave. 2. Sumidero para agua filtrada. 3. Sumidero principal para recirculacidon 4. Lampara UV para
esterilizar el agua recirculada. El agua esterilizada es repartida a cada uno de los tanques de cria (5) y el exceso de agua se
derrama al sumidero principal. 6. filtro bioldgico. 7. Caja de monitoreo de pH y conductividad. 8. Bombas para compensacion
automatica de pH y conductividad usando soluciones concentradas de HCO3- o sal de mar artificial almacenados en (9). Las
bombas son activadas por la caja de monitoreo. Fuente: Galarza-Pichucho, Arévalo Cuaical, Ruano-Rivadeneira, Daniela Zurita-
Paredes y Andrés Romero-Carvajal. Los autores de este articulo.

Peceras y otros estandares de alojamiento

Spence et al. (2007) sefalan que las peceras deben tener un tamafio adecuado (entre 3 y 10 litros)
y una densidad apropiada para permitir el comportamiento natural de los peces. La sobrepoblacién
aumenta la cantidad nitritos y amoniaco, reduce la alimentacién efectiva y aumenta la probabilidad
contagio de patégenos (Pavlidis et al. 2013). La temperatura ambiental también debe ser controlada
para asegurar temperaturas homogéneas dentro del bioterio de peces (Garber et al. 2011). Para
mantener la temperatura del agua se usan calentadores sumergibles correctamente calibrados.
Finalmente, el tiempo de luz y oscuridad influye directamente en la reproduccion, como se discute
abajo, por lo que debe ser controlada (Villamizar et al. 2014).

Higiene, prevencién y control de enfermedades

Mycobaterium spp. Edwardsiella ictaluri y Mycoplasma spp. son los patdgenos mas dafninos para
colonias. Las infecciones con Mycobacterium las mas comunes y, dependiendo de la especie, las mas
virulentas y letales (Whipps y Kent 2019). Alteraciones en la calidad de agua y la sobrepoblacién
también pueden provocar infecciones causadas por bacterias oportunistas como Aeromonas spp. y
Pseudomonas spp., presentes en la mayoria de bioterios (Alestrom et al. 2020).
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Las infecciones ocurren por el mal manejo del bioterio, alimentos contaminados y el ingreso de
individuos contaminados (Whipps y Kent 2019). Es recomendable el uso de alimentacidon que cumpla
estdndares microbioldgicos (ver abajo) y evitar el ingreso de nuevos individuos al Bioterio. Las medidas
de prevencidn basicas, aparte del control estricto de estdndares de alojamiento, incluyen monitorear
constantemente la salud de los peces, limpieza y esterilizacidon regular de peceras y componentes,
uso de ldmparas UV y evitar el contagio externo. Cuando sea necesario importar individuos nuevos,
debe existir un cuarto separado de cuarentena para el cuidado y reproduccidon de nuevos peces
(Garber et al. 2011). Solo las larvas de estos cruces pueden ingresar al bioterio. Cuando se detecta
un pez enfermo, se sugiere el aislamiento, eutanasia y diagnostico post-mortem. De confirmarse un
proceso infeccioso en el tanque, todos los individuos del tanque deben ser aislados o eutanizados
y tanto los tanques como el material en contacto con los peces deben ser esterilizados (Kent et al.
2009).

Los peces cebra, al igual que otros peces de acuario, pueden transmitir patégenos a los humanos.
Mycobacterium spp. o Pseudomonas spp. pueden estar presentes en acuarios e infectar tanto a
peces como humanos (Whipps y Kent 2019). Por estos motivos, se exige la aplicacién de normas de
bioseguridad nivel 2 en el bioterio: uso de guantes y mandil o batas de uso exclusivo, métodos de
descontaminacion y correcta eliminacion de desechos (Kitter et al. 2023).

Alimentacién y nutricién

Los peces cebra son omnivoros y, en su habitat natural, tienen una preferencia alimenticia a larvas de
insectos, nematodos entre otros (Engeszer et al. 2007; Meyers 2018). La alimentacidn adecuada, con
productos nutritivos permiten mantener la salud de la colonia, promover el crecimiento, maduracion
sexual y aplazar la senescencia (Markovich et al. 2007; Watts y D’Abramo 2021).

Los requerimientos nutricionales para el pez cebra aun deben ser estudiados. Ahora sabemos
que las proteinas, grasas y vitaminas son los nutrientes mas importantes en la dieta; en particular,
aminoacidos esenciales, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, vitaminas A, C, D y complejo
B (Fowler et al. 2019). Los requerimientos de carbohidratos y fibra son desconocidos, pero, de todas
formas, son anadidos a la mayoria de los suplementos nutricionales. Las dietas para el pez cebra
se pueden clasificar en dietas vivas y formulaciones sélidas particuladas. Las dietas vivas consisten
en organismos vivos cultivados como larvas nauplius de Artemia sp., gusanos rotiferos (Brachionus
sp.) y protozoarios como Paramecium spp. y Tetrahymena spp. (Martins et al. 2016). Estas dietas,
particularmente Artemia spp. y rotiferos, contienen la cantidad apropiada de proteinas, lipidos vy
nutrientes esenciales para la salud, el crecimiento larval y la maduracién sexual (Sorgeloos et al. 2001).
Las formulaciones particuladas (hojuelas, pellets, polvo) se producen industrialmente para lograr
valores nutritivos de proteinas, lipidos, fibra y carbohidratos (Licitra et al. 2024). Las formulaciones
con mayor cantidad de proteinas y lipidos son las que mejor promueven el crecimiento de larvas y
maduraciéon de juveniles (Fowler et al. 2019). Las dietas vivas requieren de infraestructura de cria y
todo alimento debe tener calidad apropiada para evitar infecciones con Mycobacterium spp. (Chang
et al. 2019).
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Reproduccién y desarrollo embrionario

Uno de los fines ultimos del cuidado de pez cebra es obtener embriones y larvas tempranas para
usarlos como unidades experimentales. El apropiado manejo de los parametros de alojamiento, salud
y alimentacién acelera la madurez sexual e incrementa la fertilidad y fecundidad de los individuos
(Kolkovski et al. 2004). Factores como la temperatura, densidad poblacional y otros factores
desconocidos pueden afectar la fecundidad en el pez cebra y provocar la diferenciacion sesgada de
un sexo u otro en la poblacidn (Valdivieso et al. 2020). En el pez cebra, a pesar del dimorfismo sexual,
la determinacion genética sexual se inicia tardiamente y obedece a complejas relaciones multigénicas
y, probablemente, al efecto de la temperatura ambiental (Bradley et al. 2011).

El control del ciclo de luz-oscuridad, la temperatura estable y la alimentacioén, al parecer, imitan el
estimulo ambiental y permiten obtener reproducciones controladas bajo demanda, en cualquier época
del ano (Engeszer et al. 2007). Para la reproduccién controlada, se aislan peces adultos en tanques
de reproduccidon o parideras, con un nivel de agua mas bajo y un piso con una malla (Reed y Jennings
201). El inicio del periodo de luz desencadena multiples comportamientos de cortejo, persecucion y
contacto del macho a la hembra, lo que a su vez provoca la liberacién de oocitos maduros en el agua.
Estos son rapidamente fertilizados externamente por el macho, que libera esperma al mismo tiempo.
Los huevos fertilizados caen por la malla y se acumulan en el fondo del tanque (Castranova y Wang
2019; Nasiadka y Clark 2014). La malla impide que los adultos se alimenten de los huevos liberados.

Desarrollo de embriones

El desarrollo embrionario del pez cebra toma entre 48 y 72 horas, desde la fertilizacion hasta la
eclosion de la larva (Kimmel et al. 1995). Los oocitos de esta especie contienen gran cantidad de yema,
de consistencia rigida (telolecitico) que empuja al nlcleo haploide hacia un extremo (Fuentes et al.
2018). Cuando ocurre la fertilizacioén, el citoesqueleto mueve la yema hacia un extremo (polo vegetal)
y deja al citoplasma del cigoto visible (polo animal) (Shamipour et al.) 2019). Las divisiones celulares
solo ocurren en la membrana sobre este citoplasma, generando células incompletas conectadas con la
yema (division meroblastica) que se acumulan formando un disco, primero, y luego una capa superior
de células en el polo animal que toma el nombre de blastodermo (Figura 4A-4C; Fuentes et al. 2018).
Durante la gastrulacion, estas células se reorganizan para ubicar a las células progenitores de la
cabeza en la regiéon anterior, mientras se diferencian las capas germinales, ectodermo, mesodermo y
endodermo (Keller 2005). Después de esto, el embridn crece hacia posterior, afadiendo mas somitas
hacia la cola, y se desarrollan todos los érganos de la larva (Figura 4D-4F; Kimmel et al. 1995)

Investigaciéon biomédica
Transgénesis

Como se muestra en la Figura 4, las larvas de los peces cebra son translicidas, lo que permite
observar con apropiado contraste el desarrollo de tejidos y érganos. Aprovechando la capacidad de
los embriones de asimilar ADN exdgeno, se puede lograr transgénesis con cierta facilidad (Long et
al. 1997). Actualmente, existen numerosas lineas transgénicas en las cuales se ha insertado el gen de
una proteina fluorescente controlado bajo un promotor tejido-especifico, para que esa proteina se
exprese solo en las células de ese tejido (Figura 5).
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Figura 4. Etapas del desarrollo embrionario del pez cebra. (A) Embridén con 2 células a 0.75 hpf. (B) Embrién con 16 células a
1.50 hpf. (C) Embridn con 512 células a 2.75 hpf. (D) Presencia de somitas a 19.75 hpf. (E) Embridn a 48 hpf. (F) Estadio larvario
completo a 72 hpf. Fuente: Galarza-Pichucho, Arévalo Cuaical, Ruano-Rivadeneira, Daniela Zurita-Paredes y Andrés Romero-
Carvajal. Los autores de este articulo.

Figura 5. Embriones de dos lineas transgénicas. En A, By C se muestra una linea en la cual el gen codificante para la proteina
roja fluorescente (RFP) se expresa bajo el control del promotor del gen neuroD. Todos los progenitores de neuronas, al
expresar este gen, expresan RFP, la cual puede ser observada en un microscopio de fluorescencia. El cerebro (cb) y el tubo
neural (tn) son las estructuras mas visibles. A las 72 horas, se pueden distinguir neuronas, particularmente en el ganglio de la
linea lateral (plllg) y sus axones (plin) inervan a los érganos sensoriales (flecha). En C, D y E se muestra una linea en la cual
el gen codificante para la proteina verde fluorescente (EGFP) se expresa bajo el control del promotor del gen f/il. Todos los
progenitores de células endoteliales y progenitores hematopoyéticos (ph, hemangioblastos), al expresar este gen, expresan
EGFP. La vasculatura craneal de los arcos adrticos (aa) y los hemangioblastos (ph) solo son visibles a las 48 hrs. A las 72
horas, se distinguen la aorta dorsal (ad) y la aorta ventral (av). Entre ambos vasos, se forma arcos gracias a la presencia
de angioblastos (flecha). Fuente: Galarza-Pichucho, Arévalo Cuaical, Ruano-Rivadeneira, Daniela Zurita-Paredes y Andrés
Romero-Carvajal. Los autores de este articulo.

Ensayos de cribado y biodescubrimiento

Los embriones y larvas de los peces cebras son altamente permeables al ambiente acuatico y pueden
asimilar moléculas disueltas en el agua, lo que facilita la entrega de tratamientos en ensayos (Harvey
et al. 1983). Esta caracteristica permite diseflar ensayos para descubrir nuevos medicamentos o
repotenciar medicamentos existentes, cuyas dosis efectivas pueden probarse en numerosas unidades
experimentales isogénicas, dada la fecundidad de los peces (Cassar et al. 2020). Bajo este principio,
se puede usar al pez cebra para el estudio de nuevos contaminantes, para la determinaciéon de efectos
téxicos y teratogénicos y para determinar concentraciones limite de cualquier compuesto de interés
econdmico o ambiental (Figura 6) (Ducharme et al. 2013; Yang et al. 2009).
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Figura 6. Ensayo de teratogenicidad usando un contaminante ambiental. Entre 5 y 10 embriones de 4 hrs post fertilizacion
son depositados en cada pocillo de una placa de microtitulacién. En un ensayo cuadruplicado se observa una respuesta
consistente y progresiva al incremento en la concentracion del contaminante. El efecto teratogénico consiste en un retraso del
desarrollo, falla en la elongaciéon, edema cardiaco, entre otros. Fuente: Galarza-Pichucho, Arévalo Cuaical, Ruano-Rivadeneira,
Daniela Zurita-Paredes y Andrés Romero-Carvajal. Los autores de este articulo.

Gracias a la equivalencia gendmica y fisioldgica, en el pez cebra se pueden modelar multiples
enfermedades créonicas como la hipertensidon y el fallo cardiaco por isquemia, dos de las principales
causas de muerte en Ecuador (WHO 2024). Asi, los genes asociados a estos trastornos, al ser
modificados en el pez cebra, provocan disfuncidn cardiaca e hipertension en el pez (Narumanchi et
al. 2021). El aumento de glucosa y colesterol en la dieta de los peces provoca vasculopatias similares
a las que ocurren en humanos y la atorvastatina funciona, tanto en peces como en humanos, como
un modulador de la presidon arterial (Schlegel 2016). Actualmente, se aprovechan las cualidades de
investigacion del pez cebra para la prueba y descubrimiento de nuevos farmacos que puedan aliviar
o prevenir algunos de estos procesos fisiopatoldgicos cardiovasculares (Kithcart y MacRae 2017).
El cancer y fendmenos asociados como la vasculogénesis y metastasis también son modelados en
peces cebra usando estrategias como la modificacidn genética de oncogenes y supresores tumorales
o el xenotransplante de células cancerosas humanas (Astell y Sieger 2020).

Ensayos de regeneracioén

A diferencia de los humanos, los peces cebra son capaces de reparar y reemplazar tejidos después de
lesiones en el corazon, cerebro, médula espinal, retina, extremidades y tejidos sensoriales (Marques
et al. 2019). Para los ensayos de regeneracion, se disefia un procedimiento para herir de forma mas
o0 menos especifica, como cirugias, en el caso del corazén, cerebro y médula espinal (Pronobis
y Poss 2020; Zeng et al. 2020). El higado y las células sensoriales de la linea lateral pueden ser
lesionados con agentes quimicos con conocido efecto en humanos como el ibuprofeno (higado) o
la estreptomicina, en el caso de la linea lateral (Figura 7; Lush y Piotrowski 2014). Los peces, sean
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larvas o adultos, pueden regenerar el tejido perdido en una lesién aguda gracias a multiples factores
como la disponibilidad de células progenitoras (células madre), la activacién de programas genéticos
de proliferacion celular en respuesta a la lesion y el cierre no inflamatorio de la lesidn (Marques et al.
2019). El estudio de las capacidades regenerativas del pez cebra pueden proveer pistas sobre nuevas
estrategias para recuperar tejidos en humanos.

Figura 7. Ensayos de regeneracion. A. Las células ciliadas de la linea lateral pueden ser marcadas en vivo y con alta especificidad
con el tinte lipofilico DASPEI. Estas células se distribuyen regularmente a lo largo del cuerpo de la larva de 5 dias post
fertilizacion (A) y se localizan en la parte central de los neuromastos (A’). El antibidtico Sulfato de Estreptomicina (S-Strep), al
igual que otros aminoglucdsidos, provoca la muerte de las células ciliadas (B). C. Tanto larvas como peces adultos regeneran el
numero original de células ciliadas aproximadamente 7 dias post tratamiento con S-Strep. D. Ensayo de regeneraciéon de la cola
en larvas de 5 dias. Las imdgenes han sido contrastadas en exceso para poder distinguir el proceso de regeneracion en la aleta
caudal. La linea punteada indica el sitio de corte. El proceso de regeneracion toma aproximadamente 5 dias post lesion (dpb).
Fuente: Galarza-Pichucho, Arévalo Cuaical, Ruano-Rivadeneira, Daniela Zurita-Paredes y Andrés Romero-Carvajal. Los autores
de este articulo.
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