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PALABRAS CLAVE Resumen El pez cebra es un modelo establecido para el estudio del desarrollo en vertebrados
Leucemia y es especialmente (til para la investigacion del proceso de hematopoyesis y las enfermedades
linfoblastica aguda; asociadas a esta. Los linajes principales, los genes y los procesos de desarrollo con los seres
Pez cebra; humanos son conservados. En los ultimos afos, el pez cebra se ha utilizado cada vez mas como
Biomodelos un modelo para estudiar enfermedades hematopoyéticas humanas, incluyendo la leucemia lin-

foblastica aguda. Esta revision evidencia la importancia del estudio de esta enfermedad en
Colombia debido a las diferencias de la etiologia que presenta este tipo de leucemia en com-
paracion con otros paises. Ademas, describe la aplicacion del pez cebra como una herramienta
alternativa para investigaciones preclinicas de la leucemia linfoblastica aguda. Este modelo es
asequible, facilita la experimentacion, su manipulacion es relativamente simple y tiene gran
versatilidad para estudios moleculares y genéticos del cancer y esta disponible en Colombia.

© 2016 Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. en nombre de Instituto Nacional de Cancerologia.

KEYWORDS Alternative animal models for acute lymphoblastic leukaemia studies in Colombia
Acute Lymphoblastic

Leukaemia; Abstract The zebrafish is an established model for the study of vertebrate development, and
Zebrafish; it is specially useful for the research into haematopoiesis and diseases associated with this
Biomodel process. Major lineages, genes, and developmental processes are conserved between zebrafish

and humans. Thus it has been increasingly used as a model for a number of haematopoietic
human diseases, such as acute lymphoblastic leukaemia. This review highlights the importance
of the study of this disease in Colombia, because of the differences in its aetiology compared
to other countries. It also describes the application of the zebrafish as an alternative tool for
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pre-clinical research of acute lymphoblastic leukaemia. This model is affordable, facilitates
experimentation and handling, and is extremely versatile for molecular and genetic studies
into cancer, and it is now available in Colombia.

© 2016 Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. on behalf of Instituto Nacional de Cancerologia.

Introduccion

Las leucemias son enfermedades neoplasicas que afectan
el tejido hematopoyético y se caracterizan por la prolifera-
cion anormal y la detencion en el desarrollo de leucocitos en
la médula 6sea’ . Esta patologia se clasifica de acuerdo al
linaje de células afectadas, ya sea mieloide o linfoide y que
puede ser originada en células precursoras con alta capaci-
dad de proliferacion denominados blastos, o en células con
un nivel de diferenciacién mayor®. De acuerdo a este nivel
de diferenciacion de las células tumorales las leucemias se
clasifican en agudas y cronicas’?.

A nivel mundial, segln los registros GLOBOCAN 2012, la
tasa de incidencia de leucemia es del 4,7% por 100.000 habi-
tantes para ambos sexos y la tasa de mortalidad es de 3,2%
por 100.000 habitantes®. Con los tratamientos existentes el
80% de los pacientes con leucemia alcanzan la remisién com-
pleta (RC). Sin embargo, entre 40-55% presentan recaidas
y aproximadamente solo el 30% alcanza una supervivencia
global a 5 afios®7~°.

Colombia es uno de los paises con las tasas de incidencia
mas altas de leucemia en el mundo*'°. En nifios menores
de 15 anos se presentan 6 casos nuevos por cada 100.000
menores y una tasa de mortalidad de 3,5%'°. Asimismo, las
leucemias ocuparon el octavo lugar de muertes por cancer
en el pais durante el periodo del 2000-2006. Mientras que en
hombres ocuparon el quinto lugar y en mujeres el séptimo.

Dado que estas estadisticas varian de acuerdo al tipo de
leucemia, al grupo de riesgo y al esquema de tratamientos
utilizados, es de gran importancia estudiar la biologia de
esta enfermedad. Es fundamental entender mejor su etiolo-
gia'y de esta manera desarrollar tratamientos mas eficientes
que mejoren la supervivencia global”'". Por esta razon, la
comunidad cientifica desde hace mas de una década ha bus-
cado mejorar el diagnostico, el prondstico y optimizar los
tratamientos para los pacientes que padecen esta enferme-
dad.

Esta revision se centro en la situacion actual de la leu-
cemia linfoblastica aguda (LLA) y en los beneficios del pez
cebra como un modelo alternativo y eficiente para estudiar
esta y otras neoplasias en Colombia. Para este trabajo se
realizaron busquedas de informacion en diferentes bases de
datos de los estudios realizados durante los Gltimos diez afos
relacionados con la etiologia y la biologia de la LLA.

Situacion en Colombia

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es una de las leuce-
mias mas comunes en infantes y es muy agresiva en adultos;

esta presenta un panorama desalentador en la poblacion
colombiana. La Ultima edicion del Atlas de Mortalidad de
Cancer en Colombia, determind que este tipo de leuce-
mia presenta un comportamiento bimodal donde el mayor
numero de muertes se encuentra en el grupo de 15-44 afos,
seguido del grupo de 0-14 afios'?.

De manera particular, la tasa de incidencia de la LLA se
encuentra por encima del promedio mundial con un valor de
~2,12 por 100.000 habitantes y parece tener una mayor inci-
dencia en hombres que en mujeres, coincidiendo con la de
poblaciones hispanas y latinas*'>'4. Sumado a esto, la tasa
de incidencia en adultos mayores de 20 afos es de ~1,47 per-
sonas por 100.000 habitantes, una de las tasas de incidencia
mas altas a nivel mundial. Se ha visto que en Colombia los
pacientes adultos con LLA corresponden al 57,2% de los casos
de leucemia, un porcentaje mucho mayor al 25% de la pobla-
cion global'. Ademas alcanzan una tasa de RC aproximada
del 75% con una supervivencia libre de enfermedad menor
al 30%13,15—17.

Por otra parte, de acuerdo con varios registros pobla-
cionales: el 1,6% de los casos de cancer corresponden
a leucemias linfoides; el 0,8% a leucemias mieloides, y
el 0,1% a otros tipos de leucemias'>'®", También, se
ha determinado que existen regiones del pais con mayor
riesgo de incidencia. Estas zonas corresponden principal-
mente a los departamentos de Quindio, Antioquia, Valle del
Cauca, Santander, Norte de Santander, Meta y Bogota?®. Sin
embargo, estas localidades han reportado una disminucion
de la tasa de mortalidad debido a la facilidad de acceso a
tratamientos?'.

Desafortunadamente los datos obtenidos de los registros
y los estudios actuales locales no son extrapolables al resto
del pais?'-23, En la actualidad no se cuentan con datos conso-
lidados o un registro estandarizado para tener un panorama
completo de la situacion de la LLA en Colombia. A nivel
nacional hacen falta procedimientos estandarizados, perso-
nal especializado y accesibilidad a las pruebas que permitan
un buen diagnostico y seguimiento de los pacientes con leu-
cemia en el pais.

Por esta razon, actualmente el Programa de Investiga-
cion e Innovacion en Leucemia Aguda y Crénica (PILAC) esta
realizando un consenso nacional para estandarizar los proce-
dimientos de diagnostico y los tratamientos para cada grupo
etario de pacientes con sospecha o que padecen leucemia en
el pais**. Se espera que la aplicacion de esta guia contribuya
a mejorar la supervivencia global de pacientes adultos con
LLA, determinando los sintomas, la atencion pre-remision
y los procedimientos adecuados para el diagnostico. Tam-
bién se identificaran y unificaran los factores prondsticos de
nuestra poblacion.
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Aunque en Colombia se estan llevando a cabo estu-
dios destinados a la investigacion del cancer estos aln son
insuficientes?” . Entre los cinco tipos de cancer asociados
con el mayor nimero de articulos se encuentra la leucemia,
de los cuales predominan: las series de casos, los estudios
de cohortes y las pruebas diagnosticas en las principales
ciudades como Bogota, Medellin y Cali?>*%.

Cabe resaltar que se han realizado analisis de mortalidad
de leucemia infantil a nivel nacional con el fin de establecer
y evaluar la efectividad de la atencion en salud y los efec-
tos de esta atencion en el prondstico de los pacientes?®??,
Asimismo, se han venido implementando campafas como el
plan de manejo para el control del cancer en Colombia 2012-
2020 y el protocolo centinela de vigilancia en salud pUblica
de leucemias agudas pediatricas con el fin de garantizar un
diagnostico oportuno y un tratamiento adecuado para los
pacientes pediatricos y adultos'® %2430,

A pesar de los estudios realizados, la mayoria de
investigaciones en Colombia se han centrado en estudios
epidemiolodgicos y clinicos, mientras que unos pocos en la
biologia de la enfermedad y en el comportamiento de la
misma como lo resume la tabla 1 '7-3' Teniendo en cuenta que
en Colombia la etiologia de la enfermedad parece presentar
diferencias en comparacion con otros paises, posiblemente
debido al perfil gendmico de la poblacion 7-32, los resultados
no son concluyentes. Por consiguiente, se hace necesario
fortalecer la investigacion basica y preclinica que permi-
tira entender los aspectos biologicos y moleculares de la
LLA y resaltar la particular etiologia de esta enfermedad en
Colombia.

Leucemia linfoblastica aguda

La LLA es una enfermedad heterogénea, considerada como
un desorden de proliferacion clonal de células progenitoras
comprometidas a un linaje linfoide ya sea B o T"/23:33-37 E|
85% de los casos afecta precursores linfoides B y en el 15%
restantes a los precursores linfoides T?8:36-38,

Este tipo de leucemia es el cancer mas comun en la pobla-
cion pediatrica con un 25% de los casos de cancer en menores
de 15 afos®’. En adultos Unicamente el 1% de las leuce-
mias son casos de LLA, sin embargo, en este grupo etario
la enfermedad es mucho mas agresiva®37:3840,

Esta enfermedad conlleva a fallas en la funcion medu-
lar e invasion local y a distancia de la sangre periférica,
higado, rifiones, bazo, entre otros érganos?®. El desarro-
llo de las células linfociticas esta altamente regulado por
procesos que involucran la diferenciacion y la prolifera-
cion de precursores de células en: el timo, los ganglios
linfaticos, el bazo y en la médula 6sea®®*'. La deten-
cion en el desarrollo de los precursores de linfocitos se
genera debido a la presencia de anormalidades genéti-
cas en estas células, que eventualmente producen la LLA
(fig. 1). Estas anormalidades molecularmente correspon-
den a aberraciones cromosomales o mutaciones que se
encuentran, por lo general, cerca o entre las regiones pro-
motoras y de regulacion de la expresion de genes encargados
de procesos de proliferacion y muerte celular. Ejemplos
de estos genes son: ETV6- RUNX1, BCR-ABL1, TAL1, entre
otros*®4243  Algunas de estas alteraciones se generan por
translocaciones cromosomicas, tales como la translocacion

t (9;22) o cromosoma Filadelfia o la translocacion cromo-
somica especifica, t (1;19)(q23;p13)%3%%. Mutaciones en
genes reguladores como protoncogenes, genes supresores
de tumor y en genes asociados a cascadas de sefalizacion
como NOTCH o RAS también estan asociados y tienen un
peor prondstico??3:37,45,46

Se ha determinado que la enfermedad se mantiene
debido a una poblacion de células neoplasicas con divi-
sion asimétrica, autorrenovacion y baja actividad mitdtica,
denominadas células madre leucemogénicas (CML), que dan
origen a linajes heterogéneos de células***’->0(fig. 1). Estas
CML tienen un rol importante en las respuestas heterogéneas
frente a los tratamientos y se considera que son las respon-
sables de las recaidas, de la resistencia a la quimioterapia y
de la eventual metéastasis®* 3¢, Esto se debe a que las CML
no han podido ser blanco especifico de los tratamientos del
cancer porque comparten multiples caracteristicas y meca-
nismos de regulacion con las células madre hematopoyéticas
normales*04851,

Tanto las CML como las células madre hematopoyéticas se
encuentran localizadas en la médula 6sea, nicho fundamen-
tal que asegura su supervivencia, y que produce los factores
de crecimiento necesarios para mantener estas poblaciones
celulares®°%53, También se han reportado casos donde estas
células migran y colonizan 6rganos extramedulares que ofre-
cen un microambiente similar como el higado y el bazo*3.
Sin embargo, todavia se requiere de mayores estudios para
dilucidar las interacciones de estas CML con su nicho y de
esta manera desarrollar terapias con ellas como blanco espe-
cifico.

Factores de riesgo

No se han determinado agentes causales de la enfermedad
pero se han establecido factores asociados a esta. Existen
condiciones genéticas consideradas factores de riesgo: Por
ejemplo, las personas con sindrome de Down son mas pro-
pensas al desarrollo de LLA-B>*> y se ha determinado que
los pacientes con el sindrome de Bloom, sindrome de Nijme-
gen y ataxia-telangiectasia representan aproximadamente
el 5% de los casos de leucemias pediatricas'°®. Otros fac-
tores como la ocupacion laboral, la exposicion a campos
magnéticos fuertes, el consumo de tabaco y la exposicion
a ciertos pesticidas y solventes también son considerados
como factores externos que generan mayor riesgo de desa-
rrollar esta enfermedad?'?%’. Adicionalmente, el género es
otro factor importante, pues se ha visto que la LLA es una
enfermedad mas comun en hombres con un 57% de casos de
LLA”"7,

Factores pronostico

Existen factores que tienen implicaciones en la clasifica-
cion de la enfermedad y la prediccion de la respuesta a los
tratamientos®®. Ademas de las lesiones genéticas, el pro-
nostico se ve influenciado por factores externos como: la
edad, el conteo de leucocitos, la enfermedad minima resi-
dual (EMR), y la etnia, entre otros®'%17:5%,

La edad y el conteo de leucocitos son los factores inicia-
les méas importantes en el prondstico de los pacientes’. Las
LLA tienen una mayor prevalencia a medida que aumenta la
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Tabla 1

Investigacion de leucemia en Colombia

Institucion

Grupo de investigacion

Tipo de investiga-
cion/Modelo

Linea de investigacion

Universidad del Valle

Universidad de Antioquia

Instituto Nacional
de Cancerologia/
Universidad Nacional
de Colombia

Instituto Nacional
de Cancerologia

Instituto Nacional
de Cancerologia

Universidad Libre
de Colombia-Cali

Instituto Nacional
de Cancerologia/
Universidad Nacional
de Colombia
Universidad de Antioquia

Universidad de los Andes

Universidad de los Andes

Registro Poblacional
de Cancer Cali-Valle del
Cauca

Genética Regeneracion
y Cancer

Investigaciones clinicas
en cancer

Salud publica y
epidemiologia del cancer

Grupo de investigacion
de biologia del cancer

Centro de investigacion en
Cancer Hemato Oncologos

GREICAH - Grupo en
enfermedades infecciosas
en cancer y alteraciones
hematologicas
Hematopatologia molecular

Laboratorio
de Neurociencias y Ritmos
Circadianos

Laboratorio de Biologia
del Desarrollo

Investigacion
epidemioldgica

Investigacion
fundamental/Lineas
celulares y células
primarias

Investigacion clinica
y epidemiologica

Investigacion
epidemiologica

Investigacion
fundamental y
clinica/Células
primarias
Investigacion clinica

Investigacion
fundamental y clinica

Investigacion
fundamental/células
primarias

Investigacion
fundamental/Pez
cebra

Investigacion
fundamental/Pez
cebra

Recoleccion de la informacion de la
ocurrencia del cancer con el fin

de valorar y controlar el impacto del
cancer en la poblacion a nivel
regional.

Estudio de agentes genotoxicos y
carcinogenos ambientales empleando
aspectos epidemiologicos, clinicos,
moleculares morfoldgicos

y funcionales del cancer.

Desarrollar conocimiento aplicado
para la prevencion, diagndstico
temprano, tratamiento,
rehabilitacion y cuidado paliativo del
paciente con cancer en el marco

de la costo - efectividad.
Planificacion de las acciones

de prevencion y control del cancer
(epidemiologia, evaluacion y
seguimiento de servicios oncologicos)
Biologia celular e inmunobiologia

de las leucemias y los linfomas.

Factores asociados a infecciones en
pacientes con leucemias y linfomas
en el servicio de hematooncologia.
Infecciones bacterianas, virales,
fingicas en cancer y anormalidades
hematologicas.

Fisiologia hematica y su relacion

con las caracteristicas
clinico-epidemioldgicas y

de laboratorio de los desordenes
hematologicos.

Evaluacion in vivo de progenitores
leucémicos derivados de pacientes
con leucemias agudas como apoyo al
diagnostico y disefo de tratamiento
de enfermedades.

edad*, no obstante, el comportamiento es bimodal presen-
tando dos picos de incidencia: el primero es de los 2 a los
5 anos y el segundo corresponde a los pacientes mayores a
60 anos®”%°7, Por otra parte, un conteo elevado de leuco-
citos esta asociado con una alta tasa de proliferaciéon y una
alta carga tumoral’.

Igualmente, la etnia ha sido considerada un factor impor-
tante. Aunque no se ha llegado a un consenso, diferentes
estudios han demostrado que la incidencia es mayor en Amé-
rica y Oceania y es mas baja en Asia y Europa Oriental. Por

otra parte, la respuesta a los tratamientos de los pacientes
hispanos y afrodescendientes generalmente tiene un pronos-
tico desfavorable en comparacion con los pacientes de otras
poblaciones?'7-¢0,

Finalmente, uno de los factores pronostico mas relevan-
tes para determinar el nivel de riesgo de los pacientes con
LLA es la deteccion de la EMR. Después de las fases de
induccion y consolidacion de la quimioterapia, la deteccion
de EMR parece ser uno de los factores fundamentales para
tomar decisiones acerca de la continuacion del tratamiento.
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Leucemogénesis

Tratamiento

l Recaida
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Hematopoyesis y leucemogénesis de la LLA. Durante el proceso de hematopoyesis las células madre hematopoyéticas

(CMH), células con division asimétrica, dan origen a los precursores linfoides (PL) que a su vez dan paso a una expansion de células
inmaduras (blastos) para una final diferenciacion en linfocitos maduros. En el caso de la leucemogénesis algunas células con poco
grado de diferenciacion (CMH) acumulan mutaciones que generan alteraciones en el ciclo y en el desarrollo celular. Estas células
iniciadoras de la leucemia son denominadas células madre leucemogénicas (CML) debido a que producen una descendencia que se
caracteriza por una proliferacion anormal y un reclutamiento en estadios tempranos de maduracion. Las CML se mantienen gracias a
sus caracteristicas de células madre (autorrenovacion y quiescencia) y son las responsables de las recaidas en los pacientes tras los
tratamientos. CMH: Célula madre hematopoyética CML: Célula madre leucemogénica PL: Precursor linfoide, LM: Linfocito maduro.

Existe una correlacion negativa entre la supervivencia y el
tiempo de deteccion de EMR®'".

Tratamientos

La quimioterapia es el tratamiento mas utilizado contra la
LLA. Este tratamiento consiste en tres fases, y aunque los
tratamientos son similares, los protocolos varian segin la
clasificacion de los pacientes, la respuesta del paciente, y
la regidn geografica en donde se realice? % 1313:5%,61,

La quimioterapia es un tratamiento altamente efec-
tivo en la poblacion pediatrica, resultando en una tasa
de RC aproximadamente del 80% y una supervivencia
a 5 afios entre un 70%-75%¢2. No obstante, en adul-
tos las recaidas son mas frecuentes y menos del 40%
de los pacientes mantienen la RC a largo plazo®. Adi-
cionalmente, la supervivencia a 5 anos es del 30%-40%
debido a que hay una alta mortalidad principalmente
por recurrencia de la enfermedad y debido a la toxici-
dad del tratamiento se identificO un porcentaje menor
de muertes por patologias infecciosas y falla organica
multisistémica'®4445,50,62,64,65
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Tabla 2 Modelos animales

Raton

Pez cebra

Ventajas

e Vias genéticas conservadas’* 7>
e Cercania filogenética con humanos’+%"-8
e Recapitula caracteristicas de la leucemia’>7°
e Sitios de hematopoyesis homologos’*
Temperatura 6ptima igual a la de humanos®®

Desventajas
e Condicionamiento previo para erradicar
respuesta inmune’?
e Mayor cantidad de muestra’®73:74
o Nimero limitado de individuos para
experimentacion’> "
Ratones inmunodeficientes
e Reduccidn de ~50% de la progenie®:8!
e Baja eficiencia del injerto en algunos modelos
(25_30%)70,73,74,%
e Alta tasa de mortalidad’?
Aumento en costos y mantenimiento’480,94.9

Ventajas

o Fertilizacion y desarrollo extrauterino”> %’

o Alta fecundidad’?’

e Vias genéticas conservadas®! 3

e Transparencia de los embriones*®:¢%.74,93

o Sistema inmune inmaduro en embriones®®%3

o Facilita seguimiento in vivo*®6%.%4

e Coleccion de lineas mutantes y transgénicas*?

e Soporta temperatura de hasta 31°C4%

e Facil manipulacion’+?3

Comparten la mayoria de organizacion anatomica y celular con
mamiferos®’

Desventajas

o Condicionamiento previo para erradicar respuesta inmune en
adultos”

e Temperatura 6ptima 28,5 °C%+%

o Difieren los sitios de hematopoyesis definitiva’+®

Difieren algunos destinos metabélicos*¢-?3:%4

Tabla 3 Pez cebra como modelo para el estudio del cancer

Herramienta Tipo de cancer

Descripcion Referencia

Xenotrasplante GEENE

Multiples (prostata, mama,
pancreas, colon)

Glioma
Transgenes

Multiples (Rabdomiosarcoma,
TMVNP,desorden
mieloproliferativo)
Mutagénesis Multiples (TMVNP,
adenocarcinoma, linfoma)

Screening quimico Rabdomiosarcoma

Secuenciacion de nueva Hepatocarcinoma
generacion

Xenoinyeccion de melanocitos metastasicos  Lee et al.*
para la evaluacion de la supervivencia,

proliferacion y migracion de estas células

postrasplante.

Comparacion in vivo e in vitro del proceso Teng et al.®
de metastasis de diferentes lineas celulares

humanas.

Generacion de linea transgénica con Jung et al.?
sobreexpresion de la quinasa Akt1 humana

con el fin de evaluar los mecanismos

asociados a gliomagénesis y sus fenotipos

asociados.

Induccion de transgénesis por Cre/Lox Le et al.”?
para la activacion de kRASG12D

Identificacion de genes involucrados en Amsterdam
tumorigénesis a partir de lineas generadas et al.%®

por mutagenos retrovirales.

Identificacion de compuestos inhibitorios de Le et al.”°
la cascada de sefalizacion RAS involucrada

en tumorigenesis y evaluacion in vivo de su

valor terapéutico.

Transcriptomica comparativa entre tres Zheng et al.®’
lineas transgénicas de expresion oncogénica

(kras, xmrk y Myc) y muestras clinicas

de pacientes con CHC o cirrosis

TMVNP: Tumor maligno de la vaina del nervio periférico.
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Se ha sugerido que las CML son responsables de las recai-
das en la mayoria de pacientes dado que no han podido ser el
blanco de estos tratamientos y esto dificulta la erradicacion
de la enfermedad'™ ™.

Durante los Ultimos anos se han desarrollado nuevos
tratamientos alternos y complementarios a la quimiote-
rapia. Entre estos se encuentra la inmunoterapia y el
trasplante de médula dsea: el primero esta siendo utili-
zado como una terapia dirigida para la erradicacion de
células leucemogénicas'?343¢4 y el segundo pretende rees-
tablecer la hematopoyesis normal en los pacientes con
LLA7-¢1:%  Sin embargo, los tratamientos actuales no son
100% efectivos y se requiere mayor conocimiento de la
enfermedad para desarrollar nuevos y mejores tratamien-
tos, por lo que la comunidad cientifica ha desarrollado
modelos para estudiar la enfermedad y alcanzar este obje-
tivo.

Modelos para el estudio del cancer

Durante las Ultimas décadas se han desarrollado modelos
in vitro e in vivo que facilitan la obtencion de datos fenotipi-
cos, moleculares, morfoldgicos y genéticos necesarios para
clasificar y caracterizar las leucemias y elucidar potenciales
factores causales.

Los modelos preclinicos mas utilizados para estudiar
la biologia del cancer y para probar la eficacia de los
tratamientos siguen siendo las lineas celulares derivadas
de canceres humanos®. Este modelo in vitro ademas de
su facil obtencion ofrece facilidades de mantenimiento
y manipulacion por lo cual se utiliza a menudo en la
investigacion®®. Las lineas celulares poseen marcadores
morfoldgicos y bioquimicos similares a las células pri-
marias, ademas representan un suministro ilimitado de
material lo que implica contar con una poblacion celular
uniforme que permite obtener resultados consistentes y
reproducibles®’ %8, Sin embargo, este modelo presenta algu-
nas desventajas puesto que al ser homogéneas y mantenerse
bajo condiciones in vitro no emula las condiciones fisiol6-
gicas del organismo“®%>%°, Por otra parte, en los cultivos
de lineas celulares de tumores solidos las células se man-
tienen durante décadas en ambientes que promueven el
crecimiento en monocapa alterando las interacciones en
tres dimensiones que reproducirian el crecimiento en condi-
ciones in vivo; dichas condiciones afectan las caracteristicas
celulares y conllevan a la seleccion de subpoblaciones de
células que difieren radicalmente de las células en un can-
cer primario*®®-7° por lo que la investigacién in vivo usando
modelos animales para el estudio del cancer permite enten-
der mejor los mecanismos del progreso de la enfermedad
y los mecanismos que generan resistencia a los tratamien-
tos.

Para el estudio de la leucemia se ha utilizado una gran
variedad de modelos animales, desde invertebrados, como
nematodos y moscas, hasta modelos animales vertebrados
como el embriodn de pollo, el raton, el perro y Gltimamente
el pez cebra®®7’!. A continuacion se detallaran los aspectos
mas relevantes para el estudio del cancer y particularmente
de la leucemia de dos modelos: raton y pez cebra.

Modelo murino

Los ratones han sido por excelencia el modelo in vivo mas
utilizado para la caracterizacion de las bases moleculares
de diferentes tipos de cancer’>73, Esto se debe a que es el
sistema mas asequible y similar a los humanos en sus carac-
teristicas fisiologicas y anatomicas, ademas del alto grado
de similitud genética (85%)¢>7>747>(tabla 2). La comunidad
cientifica ha generado modelos provenientes de mutaciones
espontaneas e inducidas, modelos transgénicos, knock-in,
knock-out y lineas consanguineas, entre otros, que han per-
mitido estudiar el desarrollo, la progresion de la enfermedad
y los posibles agentes terapéuticos’®’37¢. Por ejemplo, en
el caso de la leucemia, tanto el trasplante como la pro-
pagacion de células leucemogénicas humanas en el raton
han sido esenciales para determinar el origen de las neo-
plasias humanas e identificar las células madre asociadas a
estas47’70'73'77.

Cheung et al. propusieron a los ratones NOD/SCID (dia-
béticos no obesos con inmunodeficiencia severa combinada)
recién nacidos como alternativa para estudiar xenoinjertos
de células leucémicas humanas de LLA-B. En este estudio
las células xenoinjertadas presentaban los inmunofenotipos
y las caracteristicas de las células del injerto original. Los
investigadores lograron identificar la actividad de las CML
humanas en un modelo animal deficiente de linfocitos Ty B,
y comprobaron que las células leucemogénicas sobreviven
dentro del modelo in vivo, ratificando al modelo NOD/SCID
como una buena alternativa para el estudio de las células
humanas leucémicas’>.

Mezencev y McDonald desarrollaron un modelo en ratones
atimicos desnudos para el estudio de la LLA-T. El propésito
de esta investigacion fue desarrollar un sistema apropiado
para la validacion in vivo de agentes activos contra las
células Jurkat subcutaneas xenoinjertadas. Sin embargo, se
determiné que los ratones atimicos desnudos reabsorben los
tumores formados por los xenoinjertos como consecuencia
de la respuesta inmune residual, lo que evidenci6é una des-
ventaja de este modelo pues requiere de condicionamiento
para erradicar la respuesta inmune del organismo necesaria
para realizar los diferentes procedimientos experimentales,
aumentando los costos de cuidado y mantenimiento’.

En los Ultimos afnos se ha desarrollado el modelo murino
NOG (NOD/Shi-scid/IL- 2Rynull), que muestra una mejor
implantacion de injertos de células y tejidos humanos en
comparacion con los NOD/SCID’>7?. Los ratones NOG se
caracterizan por ser deficientes en la produccion de células
Ty B, células NK, reduccion de macréofagos y en la funcion de
células dendriticas entre otras caracteristicas. En otras pala-
bras, a este modelo se le atribuyen multiples disfunciones
inmunologicas que favorecen los xenotrasplantes de células
humanas. Por ejemplo, en 2007 Ninomiya et al. encontraron
que la localizacion primaria de las células leucemogénicas es
igual a la de las células madre hematopoyéticas y determi-
naron que estas células reciben sefnales de los osteoblastos
y del endotelio vascular inhibiendo su apoptosis. A partir
de este tipo de investigaciones se ha establecido al raton
NOG como el mejor modelo murino para el estudio de la
leucemia”.

A pesar de las ventajas del raton como modelo de inves-
tigacion, este se ve limitado por un conjunto de desventajas
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Figura 2 Humano vs. pez cebra. La hematopoyesis es un proceso conservado en los vertebrados. El pez cebra se ha propuesto
como un modelo para estudiar este proceso debido a las caracteristicas que comparte con los humanos. El origen embrionario
del tejido hematopoyético en las dos especies es la placa lateral del mesodermo (PLM) que va a dar lugar al hemangioblasto y
este a su vez se diferencia en los diferentes linajes celulares. Tanto en pez como en humanos la hematopoyesis se divide en dos
fases, la fase primitiva y la definitiva. Durante la fase definitiva se generan las células madre hematopoyéticas (CMH) que van a
mantener las diferentes poblaciones celulares durante el resto de la vida del organismo. En los humanos, esta fase comienza a
partir de la generacion de CMH en la region de la aorta-gonadas-mesonefros (AGM), posteriormente estas células migran al higado
fetal donde hay una expansion de los precursores hematopoyéticos y finalmente migran y colonizan la médula dsea, sitio definitivo
de hematopoyesis. En el pez algunos sitios de hematopoyesis difieren al humano. Tras la diferenciacion de la PLM, y la generacion
de CMH en la region de la AGM, las células migran al tejido caudal hematopoyético (TCH), analogo al higado fetal. Finalmente, los
precursores hematopoyéticos migran a la médula renal (analogo a médula o6sea), siendo este el sitio de hematopoyesis durante la
adultez. A pesar de no compartir los mismos sitios de hematopoyesis, los linajes celulares son los mismos tanto en pez como en
humanos a excepcion de los basofilos que no se encuentran en el pez. Adicionalmente, las rutas génicas que gobiernan este proceso
son conservadas desde la especificacion de mesodermo hasta la diferenciacion de los linajes. En la figura se observan algunos de
estos genes presentes en los dos organismos.

bioldgicas y metodologicas que reducen significativamente En general es un modelo que se destaca por su accesibili-
su eficiencia para el estudio del cancer’®73748081 " por  dad, facilidad de experimentacion y manipulacion, ademas
ejemplo: la restriccion en el nimero de animales de de su viabilidad para estudios moleculares y genéticos entre
experimentacion, los costos de manejo y manutencion, la otras ventajas®®®>(tabla 2). Por esta razdn, se considera

eficiencia de xenoinjertos, entre otros (tabla 2). Por esto, como una buena alternativa para el estudio de cancer
en la actualidad se esta validando el uso de modelos alterna- humano siendo un sistema que simula las condiciones y los
tivos que mejoren las condiciones para el estudio del cancer. aspectos moleculares relacionados con esta patologia.
Desde la década de los 80 el pez cebra se sugirio como
Pez cebra modelo para el estudio del cancer tras la exposicion a car-

cinégenos y la formacion de tumores asociados. Para el
2000 se habia utilizado como herramienta para el estudio
de diversas neoplasias incluyendo: piel, papilomas, adeno-
mas hepaticos, rabdomiosarcoma, entre otros. Sin embargo,
fue después de la aparicion de la tecnologia transgénica que
el pez cebra se convirtié en una excelente alternativa para
ensayos preclinicos y ahora es una herramienta usada para
diversas lineas de investigacion®'-8-2(tabla 3).

Existen varias técnicas disponibles que han convertido al

El pez cebra (Danio rerio) es un modelo que se ha venido
popularizando en las ultimas décadas para la investigacion
biomédica. Este modelo proporciona herramientas Utiles
para el estudio de procesos bioldgicos, tales como: regene-
racion, organogénesis y regulacion de genes, entre otros®?.
Es considerado una herramienta genética de gran resolucion
pues ofrece una coleccion de lineas mutantes y transgé-
nicas que permiten determinar la funcion de los genes

involucrados en enfermedades humanas. Ademas, facilitala P2 c§blra enun r:od(.elolumco para elhcar(rjwpo de la l(ljwesngai
incorporacion de xenoinjertos y permite realizar el segui- ~ €1on del cancer. Particularmente, se ha determinado que e

miento de poblaciones celulares especificas in vivo®># pez cebra representa una nueva alternativa para el estudio
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Experimentacion con el pez cebra

Mutagénesis
dirigida

Trazado
celular

Xenoinyeccién

Screening
molecular

48hpf - 0dp

72hpf - 2dpi

Figura 3

EJEMPLO

120hpf - 4dpi 168hpf - 6dp

El pez cebra es un modelo muy utilizado para el estudio de leucemias debido a que su facil manipulacién y mantenimiento

permite realizar multiples procedimientos y técnicas moleculares y celulares. A. Procedimientos que se pueden realizar para el
estudio preclinico de la leucemia linfoblastica aguda utilizando al pez cebra como modelo experimental. B. Ejemplo de xenoinjertos
de células de la linea linfoide-T, Jurkat, marcadas con CFSE en embriones de Pez Cebra de 48 h. Se observa la presencia de células
humanas en el pez desde los 0 dpi hasta los 6 dpi y se expone al pez cebra como modelo Util para la supervivencia y migracion de
las células cancerosas. Ademas, se evidencia la facilidad y accesibilidad de este modelo para experimentos como el trazado celular

in-vivo.
Dpi: dias post-inyeccion, hpf: horas postfertilizacion.

de la leucemia proveyendo una aproximacion a la compren-
sion del proceso de la leucemogénesis humana y de los genes
involucrados en esta enfermedad. Esto se debe no solo al
conjunto de ventajas que favorecen la investigacion en este
modelo, como su progenie de gran tamano, la transparencia
de sus embriones y su sistema inmune inmaduro en estadios
tempranos?®%7493.94 (tabla 2), y también las similitudes que
comparte con los humanos. Por ejemplo, la hematopoyesis
en los vertebrados es un proceso conservado tanto a nivel
génico, y molecular como fisioldgico*#-%3. Aunque los sitios
de hematopoyesis del pez difiere con el de los humanos estas
estructuras son analogas® y los linajes celulares, las vias de
sefalizacion y regulacion son homélogas en la mayoria de
los casos*748>, Asimismo, los mecanismos moleculares de la
leucemogénesis?®*>% al igual que los tumores son similares

en el pez a los humanos molecular e histopatolégicamente
(fig. 2) &',

Existen multiples investigaciones que describen la utiliza-
cion del pez cebra como modelo para estudiar la leucemia.
Por ejemplo, Traver et al. utilizaron peces adultos irradia-
dos para estudiar la trasformacion de trasplantes alogénicos
de células leucemogénicas de pez de la misma manera como
se ha venido realizando en ratones, con lo que se evidencid
que las células leucemogénicas colonizaban inicialmente el
timo y después se distribuian por todo el pez, demostrando
que los injertos en el pez se comportan de manera similar
que en mamiferos®.

En otro estudio, se trasplantaron células de pacientes con
leucemia mieloide aguda y células de lineas celulares leu-
cemogénicas (Jurkat, NB4 y K562) en embriones silvestres
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de pez cebra de 48 horas postfertilizacion (hpf). Los autores
evaluaron la utilidad del modelo para probar la efectividad
de drogas antileucemia®.

Se han utilizado lineas de peces transgénicos para el
modelamiento de la leucemia y se han desarrollado lineas
transgénicas que expresan oncogenes ortologos a los genes
humanos relacionados con esta patologia®. Aunque, el pez
cebra exhibe diferencias en comparacion con los humanos,
los mecanismos conservados permiten el entendimiento de
la patogénesis humana, validando a este modelo como una
alternativa para el estudio de la LLA al igual que otros tipos
de céncer46"’9'74’94’97.

A nivel nacional, nuestro equipo de trabajo ha implemen-
tado al pez cebra como modelo para el estudio preclinico de
la LLA en los laboratorios de Biologia del Desarrollo (BIOL-
DES) y el Laboratorio de Neurociencia y Ritmos Circadianos
de la Universidad de los Andes. Hemos realizado experi-
mentos de xenoinjertos de células Jurkat, con los cuales
se establecid que las células xenoinjertadas sobreviven y
migran en el pez. A partir de estos resultados preliminares
se ha podido establecer al pez cebra como un modelo pro-
metedor para los estudios de la biologia de la enfermedad
en nuestro pais' (fig. 3).

Finalmente, el analisis detallado de la informacion per-
tinente a la LLA en Colombia nos permite exponer la
importancia de estudiar esta enfermedad en el pais para
entender su etiologia y las diferencias con otros paises del
mundo. Hemos mostrado el potencial de realizar estudios
utilizando al pez cebra como modelo animal en nuestro
pais, el cual no solo representa una alternativa novedosa en
Colombia, sino que también es una herramienta accesible,
economica y eficiente para el desarrollo de nuevas investi-
gaciones relacionadas con leucemia y otras enfermedades
neoplasicas. Este modelo, permitira esclarecer los meca-
nismos del inicio, la progresion y el mantenimiento de la
enfermedad, particularmente de pacientes en nuestro pais,
asi como la respuesta y laresistencia a tratamientos facili-
tando la evaluacion de nuevas alternativas.
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