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Resumen

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor cerebral primario mas frecuente y
agresivo del sistema nervioso central en adultos. Su alta tasa de proliferacion, capacidad
invasiva, heterogeneidad molecular y resistencia terapéutica hacen que su pronodstico sea
extremadamente desfavorable, con una media de supervivencia inferior a los 15 meses,
incluso tras recibir un tratamiento 6ptimo. Frente a esta situacion, es imprescindible la
busqueda de nuevos compuestos terapéuticos que ofrezcan alternativas mas eficaces.

Con los avances a nivel molecular, la reciente ampliacién de conocimientos a cerca de la
gran heterogeneidad del GBM vy el desarrollo de la medicina de precision, asi como la
aparicion de modelos in vivo alternativos a los mas tradicionales, hace que cada vez sea
mas facil el desarrollo de nuevos compuestos.

A partir de la década de 1970 comienza a emplearse, de forma extendida, el pez cebra
(Danio rerio) como modelo animal, convirtiéndose en un organismo prometedor para la
investigacion biomédica debido a sus ventajosas caracteristicas biologicas y genéticas, al
igual que por facilidades econdmicas y logisticas, ideales para la investigacion. Durante
la ultima década, el pez cebra ha sido de gran utilidad como modelo in vivo para la
realizacion de ensayos de xenotrasplante, particularmente de tumores de GBM, debido a
su utilidad en los experimentos in vivo, permitiendo estudiar las interacciones del tumor
con el ambiente, crecimiento tumoral, invasion y, en general, la fisiopatologia del GBM.
Asimismo, también permite la evaluacion de toxicidad y efectividad de compuestos
terapéuticos en ensayos preclinicos, pudiendo estudiar su respuesta frente al GBM.

A raiz de lo expuesto, en este trabajo se tratd de evaluar in vivo el potencial terapéutico
de un compuesto experimental (GBM48) utilizando embriones de pez cebra como modelo
de xenotrasplante, asi como de validar el pez cebra como modelo preclinico. Los
resultados obtenidos refuerzan al pez cebra como una herramienta ideal para el analisis,
rapido y eficaz, de terapias innovadoras frente al GBM y acorta la distancia entre el
conocimiento molecular y genético del tumor y su aplicacion clinica, convirtiéndose en
una via prometedora para el desarrollo de nuevos tratamientos personalizados para
pacientes que padezcan esta enfermedad.

Palabras clave: glioblastoma; pez cebra; xenotrasplante; quimioterdpico; modelo
animal; medicina de precision.



Abstract

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and aggressive primary brain
tumor of the central nervous system in adults. Its high proliferation rate, invasive capacity,
molecular heterogeneity, and therapeutic resistance contribute to its prognosis extremely
poor prognosis, with an average survival of less than 15 months, even after optimal
treatment. Considering this, the search for new therapeutic compounds that offer more
effective alternatives is essential.

With advances at the molecular level, the growing understanding of GBM’s complexity,
the rise of precision medicine, and the development of alternative in vivo models to
traditional ones, the development of new compounds is becoming increasingly feasible.

Since the 1970s, the zebrafish (Danio rerio) has been increasingly used as an animal
model, becoming a promising organism for biomedical research due to its advantageous
biological and genetic characteristics, as well as economic and logistical feasibility. Over
the past decade, zebrafish have proven to be highly useful as an in vivo model for
xenotransplantation assays, particularly for GBM tumors, due to their ability to facilitate
studies of tumor, allowing the study of tumor—microenvironment interactions, tumor
growth, invasion, and overall GBM pathophysiology. Furthermore, they also allow for
the evaluation of compound toxicity and therapeutic efficacy in preclinical trials, enabling
the assessment of response to GBM.

Based on this rationale, the present study aimed to evaluate the in vivo therapeutic
potential of an experimental compound (GBM48) using zebrafish embryos as a
xenotransplantation model, while also validating the zebrafish as a preclinical tool. The
results obtained strengthen the position of zebrafish as an ideal platform for the rapid and
effective screening of innovative therapies against GBM. This model helps bridge the gap
between molecular and genetic tumor characterization and its clinical application,
offering a promising path toward the development of new personalized treatments for
patients affected by this disease.

Keywords: glioblastoma; zebrafish; xenotransplantation; chemorherapeutic; animal
model; precision medicine.



Resumo

O glioblastoma multiforme (GBM) € o tumor cerebral primario mais frecuente e agresivo
do sistema nervioso central en adultos. A sta alta taxa de proliferacion, capacidade
invasiva, heteroxeneidade molecular e resistencia terapéutica fan que o seu pronostico
sexa extremadamente desfavorable, cunha media de supervivencia inferior aos 15 meses,
mesmo tras recibir un tratamento dptimo. Ante esta situacion, faise imprescindible a busca
de novos compostos terapéuticos que ofrezan alternativas mais eficaces.

Cos avances a nivel molecular, a recente ampliacion do cofiecemento sobre a gran
heteroxeneidade do GBM e o desenvolvemento da medicina de precision, asi como a
aparicion de modelos in vivo alternativos aos tradicionais, fai que cada vez sexa mais facil
o desenvolvemento de novos compostos.

A partir da década de 1970 comezou a empregarse de forma estendida o peixe cebra
(Danio rerio) como modelo animal, converténdose nun organismo prometedor para a
investigacion biomédica polas stias vantaxes bioloxicas e xenéticas, asi como polas suas
facilidades econdmicas e loxisticas, ideais para a investigacion. Durante a tltima década,
o peixe cebra foi de gran utilidade como modelo in vivo para a realizacion de ensaios de
xenotrasplante, concretamente de tumores de GBM, debido a sta utilidade nos
experimentos in vivo, permitindo estudar as interaccions do tumor co microambiente, o
crecemento tumoral, a invasion e, en xeral, a fisiopatoloxia do GBM. Asi mesmo, tamén
permite a evaluacion de toxicidade e a efectividade de compostos terapéuticos en ensaios
preclinicos, avaliando a sua resposta fronte ao GBM.

Tendo isto en conta, neste traballo buscouse avaliar in vivo o potencial terapéutico dun
composto experimental (GBM48) empregando embridns de peixe cebra como modelo de
xenotrasplante, asi como validar o peixe cebra como modelo preclinico. Os resultados
obtidos reforzan o peixe cebra como unha ferramenta ideal para a analise rapida e eficaz
de terapias innovadoras fronte a0 GBM, achegando o cofiecemento molecular e xenético
do tumor 4 sua aplicacion clinica, e converténdoo nunha via prometedora para o
desenvolvemento de novos tratamentos personalizados para pacientes que padezan esta
enfermidade.

Palabras clave: glioblastoma; peixe cebra; xenotrasplante; quimioterapico; modelo
animal; medicina de precision.
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1. Introduccion

Hoy en dia, el cancer es uno de los principales causantes de morbimortalidad en Espaia,
donde se estima que en el afio 2025 se alcanzaran los 296.103 casos diagnosticados. A
nivel mundial, segiin la OMS, el cancer sigue siendo una de las principales causas de
muerte, al que se le atribuyen casi 10 millones de defunciones en el afo 2020
(Organizacion Mundial de la Salud, 2022). En las ultimas décadas, el nimero de total de
canceres diagnosticados en Espafia ha aumentado debido al aumento poblacional, el
envejecimiento de la poblacion, la exposicion a factores de riesgo (como el tabaco, el
alcohol y la obesidad, entre otros) y, en canceres como el colorrectal, el de mama o el de
prostata, debido a un aumento de la deteccion precoz (Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica [SEOM], 2025).

El término cancer se refiere a un amplio rango de enfermedades genéticamente diversas,
causadas por una desregulacion del ciclo celular la cual desemboca en un crecimiento
celular descontrolado y en la formacion de tumores primarios. En muchas ocasiones, estas
células adquieren la capacidad para infiltrarse en el torrente sanguineo, diseminarse y
llegar a otros tejidos del cuerpo para formar tumores secundarios. Esta dispersion de
células, conocida como metéstasis, es la causa principal de morbilidad y mortalidad por
cancer (Cabezas-Sainz et al., 2020).

Poder comprender todos los procesos moleculares y celulares que hay detras de este
proceso es una parte esencial para el desarrollo de nuevos tratamientos para los distintos
tipos de cancer. El gran aumento en el conocimiento acerca de las funciones de la
gendmica y del sistema inmunitario en el cancer (Fig. 1) ha permitido el desarrollo de
nuevas terapias dirigidas a las alteraciones moleculares y otras relacionadas con la
supresion inmunitaria (Reimunde et al., 2021).

En Espafia, los tumores primarios del sistema nerviosos central (SNC) representan
aproximadamente un 2% del total de los casos de cancer en adultos ([SEOM], 2024). El
glioblastoma (GBM) el glioma mas frecuente, representando el 69% de todas las
neoplasias malignas que afectan al cerebro. Se trata de un tumor primario de fase IV muy
agresivo que tiene origen en las células gliales, especificamente en los astrocitos del
sistema nervioso central (SNC). Los pacientes que lo padecen muestran un pronostico
desfavorable presentando una media de supervivencia de entre 12 y 14,5 meses después
de haber recibido un tratamiento optimo. Su crecimiento es rapido e invasivo, y tiene la
capacidad de infiltrarse ampliamente en el cerebro (Biserova et al., 2021a; Khoshnevis et
al., 2017).
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Figura 1. Las seis alteraciones basicas en la fisiologia del cincer. Cada una de estas alteraciones
(autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad con las sefiales inhibidoras de crecimiento, evasion
de la muerte celular programada, potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida e invasion y metastasis
tisular) implica la modificacion de algiin mecanismo de defensa anticancerigeno integrado de células o tejidos
(Hanahan & Weinberg, 2011)

En la actualidad, a pesar de la gran expansion de conocimiento a cerca del cancer y de los
esfuerzos por conseguir tratarlo con éxito, el GBM sigue siendo una enfermedad
incurable, con un rango de supervivencia extremadamente precario. La mayoria de los
tratamientos disponibles para el GMB no tienen apenas efectividad, lo que supone un reto
para los investigadores y la medicina oncologica de precision (Tsimberidou et al., 2020).
El tratamiento individualizado surge como una alternativa esperanzadora, en la que, a
través del analisis de biomarcadores gendmicos e inmunitarios de la persona afectada,
permitird a los onc6logos evaluar y tomar las mejores decisiones sobre el tratamiento para
cada paciente (Tsimberidou et al., 2020).

1.1. Clasificacion del glioblastoma

Durante anos, la clasificacion de tumores del sistema nervioso central ha estado basada
tipicamente en comparaciones histologicas respaldadas por pruebas complementarias de
tejidos (inmunohistoquimicas, ultraestructurales...). Con la evolucion de la biologia
molecular y de la genética, los biomarcadores moleculares han ido cobrando especial
importancia a la hora de proporcionar informacion, tanto auxiliar como definitoria, para
el diagndstico y la clasificacion de este tipo de tumores (Louis et al., 2021).



Los gliomas se pueden clasificar, segun el grado de infiltracion del parénquima cerebral,
en dos grandes grupos: los gliomas infiltrantes o difusos (GI), los cuales invaden el tejido
sano que circundante de forma irregular, y los gliomas bien delimitados o circunscritos,
estos infiltran el tejido de una forma mas limitada. Tradicionalmente, los GI han sido
clasificados en tres grupos (astrocitomas, oligodendrogliomas y oligoastrocitomas) en
funcion de sus caracteristicas fenotipicas e histoldgicas (Carrato Moiino, 2019). A
mayores, a cada tipo de tumor se le asigna un gado de malignidad, en funcion de la
agresividad de la neoplasia. EIl GBM se corresponde con un tumor astrocitario primario
de grado de malignidad IV. El grado 1 se corresponderia con el menos agresivo, y, por el
contrario, el grado 4 sera asignados a aquellos tumores mas letales. Aquellos GBM que
progresan desde un tumor astrocitario e menor grado (II o III) se conocen como
secundarios. Por lo tanto, el glioblastoma se caracteriza por ser una neoplasia infiltrativa
difusa, siendo la forma mas agresiva de los astrocitomas (Ortega-Aznar et al., 2013).

En el afio 2021, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) realiza la Gltima revision
hasta la fecha de la clasificacion de tumores del SNC. La aparicion de esta nueva
clasificacion y la del 2016 realizada por la OMS, supone un importante cambio en la
forma de abordar en diagnodstico de tumores del SNC. En esta incorpora numerosos
cambios respecto a las clasificaciones precedentes, incorporando como criterio de
clasificacion aspectos moleculares y genéticos (Fig. 2), con el fin de crear una mayor
utilidad clinico-patoldgica. Bajo el concepto de diagndstico integrado, esta nueva
clasificacion tiene en cuenta tanto componentes moleculares (genéticos) como
histologicos (fenotipicos), siendo prioritaria la informaciéon proporcionada por los
marcadores moleculares, los cuales determinaran el diagnostico final del tumor (Louis et
al., 2021).

Hasta la fecha, los gliomas se habrian clasificado en funcion de sus caracteristicas
histologicas. En el caso de los tumores astrociticos infiltrantes de alto grado, los criterios
histolégicos incluirian hipercelularidad, atipia nuclear y actividad mitotica. A mayores,
para el diagnostico de GBM se requeria alta proliferacion microvascular y/o necrosis
tumoral. A lo largo de los ultimos afios, se ha ido comprobando que estos criterios
histologicos, en muchos casos, estan poco relacionados con vias moleculares claves para
el desarrollo de estos tumores y podrian representar multiples subtipos tumorales.
Ademas, se cree que dentro de cada entidad tumoral existe variabilidad clinica y
bioldgica, lo que sugiere que la identificacion de factores moleculares asociados a cada
tipo tumoral seria indispensable para un mejor diagndstico y para un posterior tratamiento
de la neoplasia (Aldape et al., 2015; Louis et al., 2021).
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Figura 2. Principales alteraciones moleculares en los diferentes grupos de gliomas infiltrantes. La
clasificacion de los gliomas en este diagrama se encuentra ligeramente anticuada respecto a la iltima realizada por
la OMS, pero representa adecuadamente el criterio de clasificacion en base a los marcadores moleculares de cada
glioma (Carrato Moiiino, 2019).

Segun la clasificacion realizada por la OMS, tanto la del afio 2016 como la mas reciente,
del 2021, el glioblastoma, tipicamente definido como un astrocitoma difuso de grado 4,
se clasifica en el conjunto de gliomas infiltrantes o difusos de tipo adulto. En funcion de
esta nueva clasificacion, se pueden distinguir dos grandes grupos caracterizados por la
ausencia o no de la mutacion de los genes codificantes para la isocitrato deshidrogenasa
(IDH) 1 0 2:

e (Glioblastoma con el gen de la isocitrato deshidrogenasa mutado (GBM, IDH-
mutated): es la variante menos frecuente del glioblastoma (10% de los pacientes
diagnosticados) y muestra un mejor pronodstico que los gliomas que no poseen
mutacion del gen (Aldape et al., 2015; Louis et al., 2021).

e Glioblastoma sin mutacion en el gen de la isocitrato deshidrogenasa (GBM, IDH-
wildtype): se corresponde con la variante mas frecuente (90% de los GBM), afecta
principalmente a adultos y muestra un prondstico desfavorable (Louis et al.,
2021).

En el marco de revision de la clasificacion de tumores cerebrales de la Organizacion
Mundial de la Salud, se consider6 reagrupar los glioblastomas con mutaciones en la IDH
con otros gliomas con mutaciones para esta proteina, y restringir el término
“glioblastoma” inicamente a los tumores sin mutaciones en la IDH (Louis et al., 2021).

Para los casos de ausencia de mutaciones para el gen de la IDH (GBM, IDH-wildtipe),
existen una serie de marcadores moleculares asociados a este tipo de GBM como la
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presencia de ganancias y pérdidas combinadas de los cromosomas 7 y 10, siendo lo mas
tipico la trisomia del cromosoma 7 y la monosomia del cromosoma 10. Otros factores
genéticos serian la amplificacion del gen codificante para el receptor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y la mutacion de la region promotora de la transcriptasa inversa de
la polimerasa (TERT) (Stichel et al., 2018).

En aquellos GBM con el gen IDH mutado, es muy comun que esté asociada a este tipo
de tumor la presencia de la proteina mutada ATRX. Esta proteina mutada actuara como
marcador inmunohistoquimico para la linea astrocitaria, dado que en un gran porcentaje
de casos esta ligada con el GBM IDH-mutated (Aldape et al., 2015).

Para una mayor claridad en el diagnostico, la OMS promueve el empleo de los sufijos
NOS y NEC para los casos en los que convenga:

e NOS (en inglés, Not Otherwise Specified): indica que no se ha realizado un estudio
molecular o ha fallado técnicamente por lo tanto no es suficiente para asignar un
diagnostico especifico de la OMS.

e NEC (en inglés, Not Elsewhere Classified): indica que se han realizado con éxito
las pruebas moleculares necesarias para el diagnostico, pero la informacion
obtenida no es suficiente para designar un diagnéstico de la OMS.

En este contexto, la OMS incorpora los parametros moleculares previamente
mencionados junto con el andlisis histologico, dando lugar a una clasificacion hibrida
para un mejor y mas preciso diagndstico y clasificacion de los tumores de la linea
astrocitaria (Louis et al., 2021).

1.2. Patogénesis molecular del GBM

En las ultimas décadas, la comprension de la patogénesis molecular del glioblastoma ha
avanzado de forma considerable, siendo esencial para el desarrollo de nuevas terapias
dirigidas al genotipo de los diferentes subgrupos de este tumor.

Existen una serie de factores principales por los cuales las células madre de los gliomas
se ven afectadas:

1.2.1. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral es el entorno que rodea a las células cancerosas. Consiste en
todos los elementos no malignos presentes en el tumor que mantienen, favorecen o
dificultan la evolucion de la masa tumoral, desde las propias células tumorales hasta vasos
sanguineos, factores inmunes e inflamatorios y la matriz extracelular (Barar, 2012). En el
GBM, las células que conforman el microambiente tumoral son desde microglia y
macrofagos asociados al glioma hasta monocitos, células dendriticas, neutréfilos
asociados a tumores, células supresoras derivadas de astrocitos. La formacion de este
microambiente se genera a partir de una situacion proangiogénica y proinflamatoria, que
eleva la expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales dilatando las uniones

10



de la barrera hematoencefalica, permitiendo que el flujo sanguineo se extravase del tejido
endotelial y se infiltren leucocitos a la masa tumoral (Fig. 3) (Biserova et al., 2021a).
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Figura 3. El microambiente inmunitario del GBM. Las células inmunitarias influyen en el microambiente del
glioma e interactiian y evolucionan dinamicamente. Los cambios en las sefiales ambientales, la comunicacion entre
células y las influencias espaciales en referencia al tumor pueden alterar el panorama inflamatorio en los pacientes
con GBM (Boyett et al., 2023).

El microambiente tumoral del GBM es altamente inmunosupresor, conformado por varios
componentes celulares y moleculares que promueven el crecimiento tumoral y la
resistencia a la terapia. La acumulacion de células inmunosupresoras convierte al GBM
en un tumor con un microambiente tumoral pobre, lo que plantea desafios significativos
para la inmunoterapia (De Domenico et al., 2025). En el microambiente tumoral del GBM
se encuentran pocas células B y los niveles de infiltracion de células T van a diferir en
funcion del subtipo de tumor. Las células del sistema inmune adaptativo logran ejercer
efectos antitumorales, por lo que la infiltracion de células T se asocia con un pronostico
positivo del paciente, sugiriendo la participacion de estas células en el control del
crecimiento del tumor. El microambiente tumoral puede presentar un componente
inmunorregulador que atentia la funcién de las células T efectoras reduciendo la
produccion de granzima e interferon gamma (IFNy). A mayores, el microambiente
tumoral induce la expresion de moléculas inhibitorias en linfocitos T como la CTLA-4,
la proteina 1 de muerte celular programada (PD1), la proteina 3 de la membrana de las
células T (TIM3), la proteina 3 del gen de activacion de los linfocitos (LAG3) e
inmunorreceptor de células T con inmunoglobulina y dominios ITIM (TIGIT), haciendo
que su funcion se vea afectada (Torres Rodriguez et al., 2022).
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Por otra parte, se encuentran aquellas vias de sefializacion y elemento comunicadores que
promueven el ambiente tumoral. Las interacciones mas importantes son aquellas que
ocurren entre las células madre del glioma (GSC, siglas en inglés de Glioma Stem Cells)
y el endotelio a través de varios mensajeros vias moleculares como puede ser el 6xido
nitrico, GMPc y la via de senalizacion Notch, siendo esta tlltima la més importante de las
interacciones. (Biserova et al., 2021a). En el endotelio, se expresan los ligandos DLL4 y
JAGI1, mientras que en las GSC se expresan los ligandos Notch-1 y Notch-2. La
activacion por estos ligandos resulta en la activacion de los genes diana Hes1 y Heyl1 los
cuales estan directamente relacionados con el desarrollo de las GSC. A su vez, las GSC
estimulan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), promueven la
proliferacion endotelial, la angiogénesis, la transdiferenciacion de las GSC en pericitos y
la localizacion de células precursoras endoteliales derivadas de la médula 6sea (Wang et
al., 2024).

Otro de los factores esenciales presentes en el microambiente tumoral es la hipoxia. El
bajo nivel de oxigeno va a permitir la autorrenovacion e incluso aumentar el nimero de
GSC. También estimula la proliferacion, el crecimiento invasivo y la supervivencia de las
c¢lulas malignas. La hipoxia también reforzara la resistencia a los tratamientos para el
GBM a través de numerosos procesos, como, por ejemplo, inhibiendo los radicales libres,
haciendo que disminuya la eficacia de tratamientos con radiacion. En el caso de
tratamientos quimioterapicos, la hipoxia regula el gen de resistencia a multiples farmacos
MDR1/ABCBI1 (Biserova et al., 2021a; Erices et al., 2023).

La microglia asociada al tumor es otro agente promotor del desarrollo del tumor, ya que
las GSC promueven la diferenciacion de estos macréfagos al fenotipo M2, el cual
promueve el crecimiento de las células tumorales del GBM, al igual que los neutrofilos
asociados a tumores (Biserova et al., 2021a; Reimunde et al., 2021).

Por el contrario, las células dendriticas se encargan de presentar antigenos tumorales a los

linfocitos T, induciendo una respuesta inmunitaria especifica contra el tumor (Biserova et
al., 2021a).

Los pericitos, encargados del sostén de los vasos sanguineos, se caracterizan por expresar
el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas beta (PDGFR), la actina del
musculo liso y la desamina. En el GBM, estas células pueden desarrollarse a partir de las
GSC a través de la diferenciacidon mesenquimal, manteniendo el crecimiento tumoral y
suministro de sangre. (Biserova et al., 2021a). Cuando se comienza a desarrollar la
angiogénesis en los tumores de la glia, el nimero de pericitos comienza a aumentar al
igual que la interrupcion de la barrera hematoencefélica, ambas caracteristicas son
indicadoras de neovascularizacion (Sattiraju & Mintz, 2019).

Tanto en el borde invasivo como dentro del propio tumor hay presencia de astrocitos
reactivos. Este tipo de células gliales podria actuar de dos formas distintas: los astrocitos
reactivos reconocen a las células del glioma y apoyan su diferenciacion; alternativamente,
los astrocitos tratan de contrarrestar la destruccion invasiva de los tejidos cerebrales
(Biserova et al., 2021a).
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El papel patogénico de los astrocitos reactivos en el GBM contintia bajo estudio activo,
pero ya se han reconocido diversos mecanismos a través de los cuales estas células
facilitan la progresion del tumor. Estos procesos incluyen la produccion de
metaloproteinasa 2 (MMP-2), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y un
amplio espectro de citocinas y factores de crecimiento como interleucina 6 y 19 y, factor
de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1). También se ven involucrados en la
modificacion del metabolismo de la glutamina y de variedades de microARN, al igual
que la regulacion de las vias p53 y del factor nuclear kappa de las células B activadas
(NF- kB), las cuales interfieren positivamente en el desarrollo del glioma. La expresion
de la proteina de uniones gap 43 Cx43 contribuye a la quimio resistencia del tumor
(Biserova et al., 2021a; Guan et al., 2018).

1.2.2. Metabolismo

El cambio en las vias metabdlicas es un rasgo caracteristico del cancer, incluido el GBM,
y la reprogramacion y comprension de las vias metabdlicas podria resultar 1til para el
desarrollo de nuevas opciones.

En muchos casos, el cancer opta por la glucdlisis aerdbica como via metabodlica para
conseguir alcanzar sus requerimientos energéticos y anabolicos. La glucolisis aerdbica,
mas conocida como el efecto Warburg, se define como un aumento de la tasa de absorcion
de glucosa y la produccion preferencial de lactato en presencia de oxigeno en las células
cancerosas. En el cancer, generalmente se acepta que la glucdlisis aerdbica promueve el
uso de NADH como subproducto del lactato para la obtencion de biomasa y lactato para
acidificar el microambiente, con el fin de facilitar la invasion tumoral (Biserova et al.,
2021a; Reimunde et al., 2021).

En las células sanas, la fosforilacion oxidativa es la via dominante, lo que resulta en una
mayor produccion de ATP y bajas concentraciones intercelulares de lactato. En las células
tumorales, el efecto Warburg pone de manifiesto la preferencia de las células tumorales
por absorber mayores cantidades de glucosa y producir lactato independientemente de la
presencia de oxigeno. La ruta de las pentosas fosfato en las células normales opera a un
ritmo homeostatico, utilizando la glucosa para producir compuestos importantes para la
creacion de nucledtidos y aminoécidos. En las células tumorales GBM, la via es
excesivamente activa y produce precursores de nucledtidos que son mecanismos
posteriores Utiles para aumentar el tamano y el nimero de células tumorales. La
modificacion de la glucolisis y la ruta de las pentosas fosfato combinadas son
fundamentales para la supervivencia y la proliferacion de las células cancerosas (Fig. 4)
(Cortes Ballen et al., 2024).

La expresion anormal de oncogenes y genes supresores de tumores en GBM se ha
correlacionado con cambios en la expresion y actividad de los transportadores
glucoliticos. La glucdlisis aerdbica, que favorece la progresion del GBM, estéd controlada
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por transportadores de glucosa, GLUT1-4, y enzimas glucoliticas clave, como HK1-3,
PFK1, GAPDH, PKM2 y LDHA.

Asimismo, la glucdlisis anaerdbica se ve influenciada por vias celulares reguladoras
como: PI3K / AKT, LKB1 / AMPK, HIF-1/2, p53, EGFR, PDGFR y ¢c-MYC, entre otras.
Se han identificado tres vias centrales que se alteran en el 75% de los casos de GBM
(Reimunde et al., 2021):

- Seializacion del receptor de tirosina quinasa/RAS/fosfatidilinositol 3 quinasa
(RTK/RAS/PI3K).

- Via de sefializacion de p53.

- Redes de senalizacion del retinoblastoma (Rb).

Glycolysis and PPP in GBM
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Figura 4. La alteracion de la glucdlisis y la via de las pentosas fosfato en GBM. Se muestran las diferencias entre
células sanas (mayor produccion de ATP y baja concentracion de lactato) y las células tumorales (mayor absorcion de
glucosa y alta produccion de lactato) (Cortes Ballen et al., 2024).

El andlisis de 96 muestras de GBM mostrd una sobreactivacion en una serie de RTKs y
mutaciones de ganancia de funcion, como el EGFR, observada en el 45% de los casos de
GBM, las cuales desencadenan cascadas de RAS y AKT/PI3K. En consecuencia, se ha
visto que estas cascadas de sefializacion o proliferativa y metabdlica en el GBM se
encuentran en un estado de activacion superior al normal. La activacion de la cascada de
sefializacion mTOR por AKT conlleva a la regulacion positiva de factores de
transcripcion como c-Myec, el cual aumenta la expresion de genes glucoliticos. AKT
también puede aumentar la glucolisis mediante la transcripcion de los GLUT, también
regulados al alza en el GBM, y otras enzimas esenciales como la hexoquinasa II,
involucrada en la glucolisis. Por todo ello, el estudio de las alteraciones en los oncogenes
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y en los genes supresores de tumores que controlan el metabolismo es objetivo de interés
en la busqueda de tratamientos para la enfermedad (Reimunde et al., 2021).

Otros signos metabolicos adicionales de malignidad en GBM han sido asociados a las
mitocondrias, organulo clave en la regulacion del metabolismo energético, generacion de
radicales libres y la apoptosis (Reimunde et al., 2021). Una de las principales
caracteristicas de la carcinogénesis es la capacidad de evadir la apoptosis e identificar
vias metabolicas que permiten la produccion de energia (trifosfato de adenosina o ATP),
lo que hace que la célula tumoral sea capaz de sobrevivir, reproducirse y desarrollar un
perfil de resistencia. Estas funciones permiten a las mitocondrias percibir las condiciones
de estrés celular y responder a ellas asegurando una adecuada plasticidad de adaptacion.
Se ha observado que, en una célula tumoral, no solo hay mitocondrias mutadas
(mutaciones del ADNmt) sino también mitocondrias no mutadas (ADNmt de tipo salvaje)
que determinan una condicion de heteroplasmia. Esta condicidon es fundamental en el
proceso de carcinogénesis porque permite, por un lado, garantizar una rapida adaptacion
tumoral, aumentando el grado de aptitud celular, y, por otro lado, pareceria participar en
la resistencia a la quimioterapia al desarrollar en esa subpoblacion mitocondrial mutada
una alteracion funcional. En los gliomas se han encontrado diversas alteraciones de las
actividades mitocondriales, como cambios estructurales y funcionales, que afectan la
sefalizacion mitogénica, hemodinamica, bioenergética y apoptotica (Caruso et al., 2024).

Las mutaciones en las isoformas mitocondriales de IDH1 e IDH2 vinculadas a NADPH
han provocado un deterioro de la produccion de energia en las mitocondrias y, por lo
tanto, evidencia una clara disfuncion de este organulo en los gliomas. La mutacion de
IDH1 produce grandes cambios a nivel de metabolismo celular, variando la expresion de
distintas enzimas clave y mostrando un fenotipo glucolitico reducido en comparacion con
los GBM que no presentan la mutacion. Por lo tanto, el estado de IDH indicara distintos
fenotipos glucoliticos de GBM, lo que contribuira a la toma de decisiones de un tipo de
tratamiento concreto (Biserova et al., 2021a; Reimunde et al., 2021).

La cardiolipina es un fosfolipido concentrado en los sitios de contacto de las membranas
mitocondriales externas e internas y en la cadena de transporte de electrones, y se asocia
con complejos de la cadena respiratoria, cruciales para la funcion mitocondrial. Diversos
estudios evidencian defectos en la cadena de transporte de electrones asociados a la
biosintesis de cardiolipina. Por lo tanto, el nivel de produccion defectuoso de cardiolipina
afecta indirectamente a la capacidad metabolica de la mitocondria y en la ejecucion de la
apoptosis (Reimunde et al., 2021).

1.2.3. Factores genéticos

En el desarrollo del glioblastoma, tres importantes eventos genéticos seran decisivos para
impulsar el avance de esta neoplasia: la desregularizacion de la sefial de los factores de
crecimiento (EGF, PDGF, VEGTF, etc.), la activacion de la via de fosfatidilinositol3-OH-
quinasa (PI3K) y la inactivacion de las vias supresoras de tumores p53 y retinoblastoma
(Rb) (Reimunde et al., 2021).
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La mutacion de la IDH, como se ha explicado anteriormente, es el principal biomarcador
empleado por la OMS para clasificar tumores del SNC, pudiendo distinguir entre el
glioblastoma IDH de tipo salvaje (alrededor del 90% de los casos), glioblastoma con
mutacion IDH (aproximadamente el 10% de los casos) y glioblastoma no especificado de
otro modo (NOS) si no se tiene informacion a cerca de este gen. La mutacion IDH esta
ligada con la codelecion 1p/19q y la metilacion del promotor MGMT, el cual también es
un biomarcador de diagndstico comun, pero estos son mutuamente excluyentes con la
amplificacion de EGFR (delecion del cromosoma 7) y la delecion de PTEN (pérdida del
cromosoma 10) (Polivka et al., 2014; Reimunde et al., 2021; Stichel et al., 2018).

Como ejemplo de desregularizacion de la sefializacion del crecimiento en el GBM
tenemos la mutacion de la funcioén y/o amplificacién del EGFR. Se ha comprobado que
en el 57% de los casos de GBM esta mutacion se encuentra presente y, ademas, la
alteracion se encuentra asociada a un aumento de la agresividad del glioma. La mutacion
més frecuente de EGFR en GBM, EGFRY™, promueve la proliferacion celular al activar
de forma constitutiva las vias Ras-MAPK y PI3K. Un efecto similar provoca la delecion
del cromosoma 10 (Reimunde et al., 2021).

A menudo, las proteinas encargadas de los puntos de control del ciclo celular son alteradas
y se convierten una de las mutaciones genéticas mas frecuentes que provocan algin tipo
de cancer. En este caso, el p53 es un supresor tumoral tipico, conocido como “el guardian
del genoma” encargado de regular muchos genes implicados en el ciclo celular y cascadas
de apoptosis. La inactivacion de p53 en el GBM ocurre a través de una variedad de
mecanismos, principalmente a través de inhibidores como MDM2 y MDM4, deleciones
de estabilizadores de p53 como pl14/ARF o, la situacion mas comin que aparece en el
85% de GBM, la aparicion de una mutacion en el gen TP53 (Ohgaki & Kleihues, 2009).
Asimismo, le reduccion del numero de copias del inhibidor de quinasas dependiente de
ciclina 2A y B, (CDKN2A/B) causado por la delecion homocigota del gen CDKN2A-
pl16™K4e estd relacionada con la activacion de la via Rb, implicada en el control de la
proliferacion celular, y con los microambientes tumorales observados en los gliomas. La
mutacion en el promotor de la transcriptasa inversa de la telomerasa (TERTp) o del
remodelador de la cromatina ATRX, conducen a un mayor alargamiento de los teldémeros
lo que conlleva a las células tumorales a superar la senescencia y alcanzar la inmortalidad.
Otras alteraciones son responsables de la progresion y dificil tratamiento del GBM
(Reimunde et al., 2021).

1.2.4. Epigenética

No soélo las mutaciones genéticas son las causantes del desarrollo y la progresion del
GBM, si no que, como se ha comprobado en muchos otros tipos de cancer, la epigenética
también juega un papel esencial.

Tipicamente, el GBM presenta una extensa hipometilacion la cual permite la expresion
de maltiples genes los cuales van a favorecer a una progresion celular rapida y
descontrolada. Las regiones mas afectadas por esta hipometilacion incluyen la estructura
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de repeticion polimoérfica D474, loci oncogénicos como SAT2 y MAGE-A1 (Reimunde
et al., 2021).

Los biomarcadores tanto de las mutaciones de las IDH como la metilacion del promotor
de MGMT son de gran interés significativo. Las mutaciones de IDH en el GBM dan lugar
simultdneamente a la pérdida de la actividad enzimadtica nativa, asi como a una nueva
actividad en la produccién de 2-hidroxiglutarato (2HG). Estas alteraciones enzimaticas
desencadenan cambios epigenéticos que definen el fenotipo de metilacion de la isla CpG
del glioma, un fenotipo que se asocia con un mejor pronostico. MGMT codifica una
enzima de reparacion del ADN conservada evolutivamente responsable de los danos
inducidos por el ADN inducido por la temozolomida desintoxicante (TMZ).
Clinicamente, la alta expresion de ARNm y proteinas de MGMT se ha asociado con la
resistencia terapéutica a los agentes alquilantes del ADN en varios tipos de cancer. Un
mecanismo importante de la regulacion de MGMT implica la metilacion de las islas CpG
en la region promotora (Yang et al., 2015). En aquellos casos de GBM con mutacion en
IDH, correlacionado con un mejor prondstico, se ha observado que la presencia de esta
mutacion actia como obstaculo en la progresion de glioma de bajo grado a GBM, ya que
el estado epigenético de ciertos genes involucrados en procesos celulares cambia, como
el caso de MGMT. Un glioma con esta mutacién podria requerir un mayor numero de
alteraciones para llegar a desarrollar un fenotipo mas agresivo que aquellos gliomas sin
la mutacion (Biserova et al., 2021b; Louis et al., 2021; Polivka et al., 2014; Reimunde et
al., 2021).

La inactivacion epigenética de muchos genes supresores de tumores también se ha
observado en GBM. PTEN, p53, pl4 y pl6 se encuentran hipermetilados, junto con
muchos otros genes implicados en procesos clave como el contacto intracelular (PCDH-
All), la via MAPK (SOCS1) y la apoptosis (caspasa-8) (Reimunde et al., 2021).

En muchos GBM, se han visto implicadas las histonas desacetiladas (HDAC) puesto que
se desregulacion se ha visto implicada en la progresion e invasion del tumor, al igual que
en la resistencia a la terapia. Esto cobra especial importancia en el caso de las GSC de
GBM, donde la expresion desregulada de HDAC se ha relacionado con mecanismos de
sefalizacion alterados, como la via Sonic Hedgehoh (SHH), implicada en la resistencia a
la radioterapia, y también con el mantenimiento de las funciones mitocondriales y
adaptaciones metabolicas (Reimunde et al., 2021).

1.2.5. microARN

En las ultimas décadas, se ha demostrado que los microARN regulan muchos procesos
fisiologicos en las células y que estdn implicados en una gran variedad de patologias,
incluido el cancer. Alrededor del 50% de los genes codificados por microARN humano
se encuentran en /oci asociados con el cancer y en casi todos los tumores muestran signos
de expresion de microARN desregulados (Ruan et al., 2009). Estas alteraciones se
relacionan frecuentemente con la regulacion positiva de oncogenes y/o la regulacion
negativa de genes supresores de tumores, es decir, estan relacionados con favorecer el
desarrollo del tumor. También se han encontrado microARNs en vesiculas extracelulares
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de GBM en circulacion, lo que significa que estos podrian servir convertirse en

potenciales biomarcadores para diagndsticos no invasivos de GBM (Reimunde et al.,
2021).

Se ha descrito el papel de diferentes microARNs en la regulacion de vias clasicas y genes
criticos para la génesis de GBM a nivel postranscripcional. En ellos se incluyen p53,
EGFR, PDGFR, PTEN, PI3K y AKT y MGMT, entre otros (Sana et al., 2011). Se ha visto
que la sobreexpresion de ciertos microARNs, como miR-7, miR-34a, miR-128, miR-124,
miR-137 y miR-181 afecta negativamente al avance de GBM. Por el contrario, se han
descrito multiples microARNs, el mas investigado miR-21, sobre los cuales una
regulacion positiva desempefiaria una funcion crucial en procesos deletéreos de GBM
(Reimunde et al., 2021).

Paralelamente a la modulacion de las vias de senalizacion oncogénicas y a los supresores
de tumores, se ha demostrado que los microARNs regulan la expresion de genes
metabolicos clave en el contexto del GBM. Al dirigirse a proteinas o enzimas clave que
tienen papeles fundamentales en procesos como la glucolisis, la fosforilacion oxidativa y
el metabolismo de los lipidos, varios microARN pueden contribuir al cambio metabdlico
caracteristico en el GBM.

Conociendo la gran implicacion de los microARNs en los mecanismos moleculares que
generan la aparicion del GBM, no cabe duda de que un mayor conocimiento y
comprension de estos procesos llevardn a la aparicion de nuevas posibilidades para la
terapia frente el GBM (Reimunde et al., 2021).

1.3. Diagnostico y tratamiento

Los glioblastomas son tumores infiltrativos, de margenes irregulares solidos y centro
necrotico. Preferentemente se localizan a nivel supratentorial, con tendencia a afectar a la
substancia blanca subcortical y a los ntcleos profundos de substancia gris (Kim et al.,
1996).

Por frecuencia, los 16bulos mas afectados son el temporal y el frontal, normalmente como
una lesion, aunque pueden encontrarse varias lesiones, en cuyo caso podremos distinguir
dos tipos:

- GBM multifocal: multiples lesiones interconectadas por parénquima.
- GBM multicéntrico: varios focos tumorales con parénquima no afecto entre ellos.
Se consideran tumores sincronicos (Kim et al., 1996).

En general, para diagnosticar un tumor cerebral necesitaremos la combinacion de varias
pruebas que nos permitiran determinar de la forma mas precisa el diagnostico, grado de
actividad y extension del tumor (SEOM, 2019).

Dentro de los métodos diagnésticos mds relevantes destacariamos, por una parte, la
exploracion fisica y neuroldgica, las cuales consisten en la valoracion por parte del
médico de la situacion clinica y de los diferentes signos y sintomas del paciente, lo que
permitira tener una primera idea sobre la afectacion neurologica y decidir que pruebas
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efectuar. Dentro de este tipo de exploracion se incluyen pruebas y aspectos basicos como
movimientos de los 0jos, vision, oidos, reflejos, coordinacion y otros sentidos, entre otros
(SEOM, 2019).

Por otra parte, las pruebas radioldgicas se corresponden con técnicas de imagenes,
imprescindibles para el diagnostico de tumores cerebrales. Permiten conocer y determinar
la extension del tumor, nimero de lesiones, tamafio y zonas afectadas. A mayores
posibilita detectar complicaciones secundarias como hemorragias (SEOM, 2019)

En el pasado, técnicas como la angiografia cerebral y la tomografia axial computarizada
(TAC) fueron la base del diagnostico de tumores cerebrales. En la actualidad, los estudios
de imagenes mas utilizados para realizar el diagnoéstico del GBM son la resonancia
magnética (RM), la resonancia magnética funcional (RMf), la espectroscopia por
resonancia magnética (MRS) y la tomografia por emision de positrones (PET). Todos
estos métodos de imagen proveen la posibilidad de realizar un diagndstico més preciso y
estudiar la relacion de la lesion tumoral con respecto a areas cerebrales funcionales, lo
que contribuye a un mejor planteamiento quirdrgico y una menor morbilidad
postoperatoria (Lazaro & Ojeda, 2020.).

La resonancia magnética es la prueba diagnostica de primera eleccion en el caso de los
tumores cerebrales. La imagen se obtiene empleando campos magnéticos y precisa la
inyeccion de un producto de contraste. Permite la obtencion de las imdgenes mas precisas
de los tumores, tanto en cuanto a su nimero como en cuanto a la localizacion y
caracteristicas (Sociedad Espafiola de Radiologia Médica [SERAM], 2022; Lazaro &
Ojeda, 2020.).

La tomografia por emisién de positrones permite visualizar y cuantificar multiples
procesos bioquimicos de las células tumorales. Es una prueba que aporta informacion
complementaria a pruebas como la RM. Puede determinar la extension del tumor, sus
caracteristicas de comportamiento e incluso evaluar la eficacia de tratamientos y sus
secuelas (Duclos et al., 2021; Lazaro & Ojeda, 2020.).

Por ultimo, la biopsia es una prueba esencial para efectuar el diagndstico. Es la tnica
prueba que permite llevar a cabo el anélisis al microscopio de una muestra del tumor para
confirmar con seguridad el diagnostico definitivo, lo que es imprescindible para planificar
el tratamiento. En la biopsia se detectan células tumorales, su tipo y su agresividad. Para
la realizacion de la biopsia ha de realizarse una toma de muestras, bien sea mediante una
pequeiia incision en el craneo y extrayendo la muestra con una aguja en una localizacion
determinada previamente mediante técnicas de imagen (biopsia estereotaxica) o bien la
muestra se toma en el propio momento de la cirugia (biopsia con cirugia abierta) (Lazaro
& Ojeda, 2020; SEOM, 2019).

El tratamiento para un paciente con un tumor cerebral constara de una terapia especifica
para el tumor a la vez que un tratamiento para aliviar los sintomas causados por este (dolor
de cabeza, pérdida de funciones motoras, sensitivas...). El tratamiento especifico
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usualmente comienza con una cirugia para extirpar la mayor parte del tumor posible,
seguido de sesiones de radioterapia y quimioterapia (Kumari et al., 2023).

La cirugia es una de las principales herramientas y, en general, la primera en utilizarse
para el tratamiento de la mayoria de los tumores cerebrales, siendo, en algunos casos,
suficiente para controlar la enfermedad. La cirugia de GBM tiene como objetivo lograr
una reseccion maxima dentro de un nivel de seguridad, evitando afectar a las funciones
cerebrales. Dado que el GBM puede extenderse ampliamente a través de varias regiones
cerebrales distintas, la resecciéon del tumor requiere de una gran competencia
neuroquirurgica. Después de la cirugia del glioma, la extension de la reseccion (EOR) es
el factor crucial que indicara el prondstico del paciente. En aquellas cirugias en las que la
reseccion del tumor es completa, el pronodstico mejora significativamente. En varios
estudios se ha comprobado que la supervivencia global y la supervivencia libre de
progresion estan correlacionadas positivamente con el aumento de la EOR en pacientes
de GBM. A mayores, la cirugia permite descomprimir los tejidos sanos (Kumari et al.,
2023; SEOM, 2019).

Hay en dia, la cirugia cuenta con nuevas tecnologias al igual que con técnicas novedosas
que permiten realizar resecciones mas completas con menor riesgo de secuelas. Entre las
técnicas mds empleadas por los neurocirujanos se encuentra la cirugia guiada por
fluorescencia empleando acido 5-aminolevulinico (5-ALA) (Picart et al., 2019). La iMRI
0 resonancia magnética intraoperatoria, es una técnica complementaria que permite
aumentar la precision quirurgica y la cual ha mostrado mejores prondsticos y una mejor
EOR en comparacion con casos en los que no se haya empleado. Otras técnicas auxiliares
como la radioterapia intraoperatoria (IORT) o el microscopio confocal intraoperatorio
(CIM) junto con las anteriormente mencionadas se corresponden con técnicas que tienen
como objetivo incrementar la EOR y el pronostico de los pacientes (Kumari et al., 2023).

Al final de la cirugia, se realizara una resonancia con la que el neurocirujano podra
estudiar el resultado de esta y que servird de base para ver la evolucion del tumor y el
efecto de los diferentes tratamientos posteriores (SEOM, 2019).

La radioterapia es otra herramienta fundamental para el tratamiento de tumores
cerebrales. Consiste en el envio de particulas ionizadas de alta energia contra las células
del tumor con el objetivo de producir dafios en el material genético de estas tratando de
facilitar la muerte celular. Como consecuencia de este tratamiento, el tejido sano que
rodea el tumor puede ser dafiado. Para minimizar este efecto, se fraccionan las dosis a lo
largo de varios dias o semanas (SEOM, 2019).

Para pacientes menores de 70 afios, se utiliza la radioterapia estdndar o radiacion de haz
externo (RHE), y para aquellos con una edad superior a los 70 afios y para pacientes con
un mal prondstico, se suele recomendar radioterapia hipofraccionada (HFRT). en la
actualidad se continia probando la radioterapia combinada con quimioterapia,
inmunoterapia, bioldgicos, compuestos naturales, etc., con el fin de tratar mejorar la
eficacia y el bienestar de los pacientes con GBM (Kumari et al., 2023).
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Otra herramienta empleada para tratar los tumores cerebrales es la quimioterapia.
Comunmente se denomina quimioterapia al conjunto de farmacos empleados para el
tratamiento especifico del cancer. En la actualidad, también se suman a la quimioterapia
nuevos medicamentos como son los bioldgicos, los cuales son fArmacos que tienen una
diana concreta que podemos determinar y contra la que van dirigidos (Zhou et al., 2022).
Hoy en dia, en los esquemas de tratamiento quimioterapico, se combinan tanto
quimioterapicos clasicos como medicamentos biologicos, puesto que combinados han
demostrado mejorar su efectividad (SEOM, 2019).

El objetivo principal de la quimioterapia es destruir las células tumorales. En el caso de
los tumores cerebrales existen dos dificultades importantes en cuanto al tratamiento con
farmacos, estos son la existencia de la barrera hematoencefalica (BHE), la cual actia
como barrera natural que protege al sistema nervioso central de substancias toxicas, y la
resistencia del propio tumor a los farmacos antitumorales (SEOM, 2019).

En la actualidad, los pacientes con GBM tienen acceso a cuatro farmacos
quimioterapicos: temozolamida (TMZ), carmustina, lomustina y ciclofosfamida (Kumari
etal., 2023).

El potencial terapéutico de la TMZ depende de su capacidad para alquilar o metilar el
ADN. En un ensayo en el que participaron 573 pacientes, la TMZ combinada con
radiacion aumentd de forma sustancial la mediana de supervivencia de los pacientes
(27,2% frente a un 10,9% Gnicamente con radioterapia durante dos afios). Ademas, se ha
visto que metilacion del promotor en MGMT actia como biomarcador de prondstico
positivo para la quimioterapia con TMZ (Yang et al., 2015). La carmustina actia como
farmaco alquilante creando enlaces cruzados entre las hebras de ADN, impidiendo la
transcripcion o replicacion del ADN. La lomustina es un farmaco alquilante que afecta a
la reticulacion ADN y metila los grupos amino. Por ultimo, la ciclofosforamida puede
reticular y alquilar al ADN, afectando a su funcion (Kumari et al., 2023).

Tanto la quimioterapia clasica como las terapias biologicas presentan efectos secundarios,
siendo los efectos desde nauseas, vomitos, cansancio, pérdida del apetito, hasta
leucopenia (pérdida de globulos blancos), anemia, plaquetopenia, etc. (SEOM, 2019).

1.4. Pez cebra como animal modelo para el xenotrasplante

Para la investigacion, los sistemas in vitro han sido esenciales y han experimentado
avances significativos en cuanto al estudio del cancer y de su biologia molecular. Sin
embargo, los sistemas in vivo portadores de tumores siguen siendo necesarios para poder
recrear el ambiente tumoral, tal como puede ser la interaccion entre células tumorales e
inmunitarias, factores endocrinos o metabdlicos que alteren el desarrollo tumoral, al igual
que son esenciales para el estudio de la farmacocinética, la biodistribucion de
quimioterdpicos o eficacia de nuevos medicamentos (Reimunde et al., 2021).

A pesar de que los roedores, principalmente ratones, son el modelo animal mas utilizado
para estudios in vivo, cada vez mas el pez cebra esta siendo més utilizado para modelizar
enfermedades como el cancer o descubrir nuevos farmacos. El éxito del pez cebra como
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organismo modelo viene dado por sus caracteristicas biologicas inherentes y por
cuestiones economicas (Fig. 5) (Cabezas-Sainz et al., 2020; Fontana & Van Doan, 2024):

1.

8. Permite realizar

Alto nivel de fecundidad y rapido desarrollo. El alto numero de embriones
proporcionados por un unico cruce, lo hace un animal capaz de proporcionar
un alto poder de andlisis estadistico.

Gran homologia funcional y estructural entre el pez y el humano,
compartiendo entre un 76 y un 82% de genes relacionados con enfermedades
humanas.

Répida y sencilla generaciéon de mutantes y modelos transgénicos, siendo
valiosas herramientas para el estudio de diferentes enfermedades, incluyendo
neoplasias malignas.

Los embriones no presentan sistema inmune adaptativo durante los primeros
12-14 dias de desarrollo.

Obtencion de embriones y mantenimiento muy asequible.

Embriones transparentes, lo que permite visualizar y estudiar las células
tumorales y su posible metastasis.

Muy ttiles para la realizacion de ensayos de toxicidad y exposicion a drogas.
Unicamente afiadiendo la substancia a estudiar en el medio en el que esté el
embrion se podra realizar el estudio, requiriendo bajas concentraciones de
toxico y poco volumen de medio.

Permite la realizacion de xenotrasplantes sin exigir un gran nimero de células.
Permite la realizacion de ensayos de alto rendimiento.

9. Permite realizar

ensayos de alto 1. Alta fecundidad y
rendimiento rapido desarrollo

2. Gran homologia
xenotrasplantes funcional y estructural
con el ser humano

7. Muy dtiles para realizar —
ensayos de toxicidad y O_ ."———"‘\ —

exposicion a drogas

3. Rapida y sencilla
generacion de mutantes y

modelos transgénicos

[ 6. Embriones transparentes ] 4. Embriones sin sistema

inmune adaptativo hasta los

" N . primeros 12-14 dias de
5. Cria y mantenimiento desarrollo

muy asequibles

Figura 5. El pez cebra como modelo de xenotrasplante y sus ventajas (adaptado de Fontana & et Van Doan,

2024)
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El xenotrasplante o xenograft es una técnica que consiste principalmente en trasplantar a
un hospedador, cé€lulas, tejidos un 6rganos de una especie diferente. El xenotrasplante en
el pez cebra consiste en inyectar células tumorales marcadas en distintas posibles regiones
del embrion de pez cebra y realizar un seguimiento sobre la evolucion celular,
comportamiento y estado de los embriones (Wyatt et al., 2017).

Se ha visto que el estadio ideal para inyectar los embriones es a los 2 dias post-
fertilizacion (dpf), ya que en ese momento del desarrollo los embriones todavia no tienen
sistema inmune adaptativo lo que ayudara a la supervivencia de las células inyectadas
(H. Meijer & P. Spaink, 2011). Ademads, los embriones son transparentes, lo que permite
hacer un seguimiento de las células tefidas inyectadas pudiendo registrar la fluorescencia
(Cabezas-Sainz et al., 2020).

Otro factor importante es el sitio de inyeccion, el cual dependera del tipo de célula a
inyectar y la intencion del estudio. Los principales sitios de inyeccion son (Fig. 6): (1) el
saco vitelino es un compartimento acelular compuesto por lipidos del que el embrién se
alimente durante los 5 primeros dpf. (2) El ducto de Cuvier, o vena cardinal comun,
permite la inyeccion de células directamente a la circulacion, por lo que es el sitio de
inyeccion ideal para el estudio in vivo de procesos como la migracion y la invasion. Las
células son capaces de sobrevivir, dividirse, invadir y extravasarse cerca del tejido
hematopoyético caudal (CHT), ubicado en la cola del embrion. (3) El espacio perivitelino
esté situado entre la peridermis y la capa sincitial del vitelo. Es avascular, por lo que la
inyeccion de células tumorales permite identificar la formacion de nuevos vasos. (4) Las
inyecciones en la cavidad intraperitoneal se realizan en peces adultos, que si tienen
sistema inmune adaptativo. Normalmente este tipo de inyeccion se realiza en una linea
de peces inmunocomprometidos (linea mutante Rag2), los cuales tienen cantidades
reducidas de células T y B. De esta forma no se produce rechazo a las células humanas
(Cabezas-Sainz et al., 2020).

48hpf embryo Adult Zebrafish

Perivitelline space
injection site

Yolk sac injection site

T e
v wgw
\ A S ——

bl 4 e,

Duct of Cuvier injectionsite Intraperitoneal injection site

Figura 6. Principales sitios anatomicos de inyeccion en pez cebra (Cabezas-Sainz et al., 2020).

Uno de los principales inconvenientes realizar xenograft con células humanas en pez
cebra es la temperatura de incubacion. Mientras que la temperatura ideal para el desarrollo
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del pez cebra son los 28 °C, la temperatura 6ptima de proliferacion y biologica para las
células humanas es de 37 °C (Vittori et al., 2015). Es por ello por lo que se ha tratado de
encontrar un punto de balance en el que ambas partes se puedan desarrollar sin
demasiadas dificultades. La temperatura que se ha estandarizado como ideal para esta
técnica son los 34 °C, a cambio de reducir el tiempo de incubacién a entre 3 y 6 dias
(Cabezas-Sainz et al., 2020).

2. Objetivos

El eje central de este proyecto consiste evaluacion del potencial terapéutico de un
compuesto novedoso (GBM48) para glioblastoma multiforme y a su vez comprobar
utilidad del pez cebra como animal modelo para la realizacion de ensayos in vivo de dicho
tumor.

A continuacidon, se muestran, de forma desglosada y mas detallada, los objetivos
esenciales del estudio:

1. Evaluar la toxicidad del novedoso compuesto antitumoral (GBM48) y
determinar la dosis sin efecto adverso observable (NOAEL) en embriones de
pez cebra.

2. Desarrollar un modelo in vivo del GBM mediante la inyeccion de una linea
tumoral establecida de GBM (U251wt) en embriones de pez cebra.

3. Validar la viabilidad del pez cebra como modelo preclinico para la evaluacion
de compuestos antitumorales mediante el analisis del efecto terapéutico del

GBM48.

3. Materiales y métodos

3.1. Mantenimiento, cuidado y obtencion de embriones de pez cebra

Los embriones de pez cebra fueron obtenidos del cruce de ejemplares adultos wild-type
(WT), los cuales se encontraban en el animalario del Centro de Biomedicina y Veterinaria
(Cebiovet), situado en los pabellones anexos al Hospital Veterinario Universitario Rof
Codina, en la Facultad de Veterinaria del Campus de Lugo. Los peces estaban dispuestos
en sus respectivas peceras, situadas en baldas conectadas por un sistema de tuberias que
conformaban un sistema de renovacion constante de agua impulsado por una bomba.

Se mantuvieron a una temperatura de 28°C y expuestos a ciclos de luz y oscuridad de 14
y 10 horas, respectivamente. Las condiciones relativas a la proteccion y cuidado de los
animales fueron respetadas tal y como esta estipulado por la Directiva 2010/63/UE
(Directive - 2010/63 - EN - EUR-Lex, 2010).

Para la obtencion de los huevos, se prepararon peceras con parideras. En ellas, la
proporcioén recomendada de machos y hembras es de 2:1. El desove fue estimulado por
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la exposicion a la luz, después de pasar la noche en total oscuridad, una hora antes de la
recogida de los huevos.

Los huevos se recogieron en placas de Petri 140 mm x 20 mm (DeltaLab, Espaia) con
agua de 6smosis autoclavada. A posteriori, se seleccionaron e incubaron a 28°C para,
pasados 2 o 3 dias, ser empleados en ensayos de xenotrasplante y/o toxicidad.

La seleccion de los huevos se realiz6 el dia de la puesta. Con la ayuda de un microscopio
optico y una pipeta pasteur, se seleccionaron aquellos huevos que estén fecundados. Los
huevos fecundados al microscopio se pueden visualizar de tal manera que, sobre el vitelo,
se observen un cumulo de células, preferentemente se seleccionaron aquellos en fase de
blastodisco ya diferenciado.

3.2. Ensayos de toxicidad

El compuesto empleado para este proyecto se trata de un compuesto novedoso conocido
como GBM48, este fue disefiado con el fin de tratar el GBM humano y no se conocen
datos a cerca de €1, a excepcion de su masa molecular (496,9306 g/mol), puesto que esta
pendiente de patente. Para determinar la dosis sin efecto adverso observable (NOAEL)
del GBM48, para su posterior aplicacion en los ensayos de xenotrasplante, se realizaron
ensayos de toxicidad en embriones de 3 dpf siguiendo el protocolo modificado de Fish
Embryo Acute Toxicity (FET) Test, donde se realizd un seguimiento del estado de los
embriones (Fig. 7). .(Test No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test, 2013)

Figura 7. Indicadores de letalidad empleados por el Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test (OECD 236 — 2013).
(a) Presencia de coagulacion en los huevos fertilizados (opacidad). (b) Formacion correcta de los somitas (flechas). (c)
Ausencia de formacion los somitas (flecha). (d) No separacion de la cola con el vitelo (flecha). (e) Carencia de latido o
pulso cardiaco. (Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test).

3.2.1. Protocolo
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El protocolo disefiado por la OECD consiste en una prueba para determinar la toxicidad
de agentes quimicos en embriones de pez cebra durante 120 horas después de la

exposicion inicial a la substancia quimica.

Puesto que el compuesto empleado para este estudio es totalmente novedoso y no se
disponia de informacién sobre su toxicidad, se realizaron una serie de pruebas piloto con

las que se estimarian las concentraciones empleadas en el ensayo toxicoldgico. Una vez
estimadas las concentraciones que seran empleadas se realizan las pruebas de toxicidad:

1.

En primer lugar, se deposit6é un embridn, procedentes de la placa de embriones
seleccionados, en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (Thermo
Scientific™). Cada embrién fue dispuesto en el pocillo empleando una
micropipeta, con la punta cortada para permitir aspirar el embrion, con un
volumen de 100 pl.

A continuacion, se afiadieron otros 100 pl correspondientes a cada una de las
concentraciones, en orden creciente, en cada una de las filas de la placa (Fig
8). En el caso de la fila de control, los 100 pl se corresponden con una
disolucion previamente preparada con una concentracion de 0,975% de
dimetilsulfoxido (DMSO). Las disoluciones del compuesto correspondientes
a cada concentracion son preparadas en viales de borosilicato de 8 ml
(Fisherbrand™) para evitar que el compuesto se adhiera a las paredes del
frasco. Tanto estas disoluciones, como la de agua y DMSO, fueron preparadas
al doble de la concentracion deseada, ya que al afiadir 100 pl de la disolucion
en los 100 pl de agua de dsmosis con el embrion, se obtuvo la concentracion
final. En el caso de las filas control, se buscé una concentracion de DMSO del
0,975%, ya que se corresponde con el nivel mas alto de DMSO empleada en
las filas del compuesto, correspondida con la concentracion mas alta, 500 uM.
Finalmente, se realizd un seguimiento toxicologico del estado de los
embriones hasta los 5 dpf.

S
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25uM
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Figura 8. Preparacion de la placa de 96 pocillos para realizar los ensayos de toxicidad. En la primera fila, los
pocillos se cargan con agua + DMSO al 0,975%. El resto de pocillos se rellenaron con concentraciones crecientes

de GBM48 como se indica en la figura (creado con BioRender.com (2025)).
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3.3. Cultivo celular

Para este estudio se cultivo la linea celular establecida U251 wt, procedente de un tumor
humano de GBM.

El procedimiento seguido se corresponde con el protocolo empleado por el Departamento
de Genética de la USC del Campus de Lugo. Fue realizado bajo la méxima precaucion
posible, tratando de evitar posibles contaminaciones en los cultivos. Por ello, fue llevado
a cabo en una cabina de bioseguridad de tipo II (Telstar BV-100), compuesta por un flujo
laminar y varios filtros HEPA, de tal forma que tanto el operario como los cultivos y
materiales estuvieron protegidos de cualquier tipo de contaminacién que se pudiera haber
dado durante la actividad.

Previamente a la realizacion del pase celular, la cabina de trabajo (Telstar BV-100) fue
irradiada durante media hora con luz ultravioleta (UV) y, posteriormente, tanto el interior
de la cabina (Telstar BV-100) como los materiales que entran en ella, incluidos las manos
del operario, fueron desinfectados con etanol al 70%. A continuacidn, se procedid a
realizar el pase o subcultivo (Fig.9):

1. Primeramente, se observé al estereomicroscopio de fluorescencia (Nikon) el
nivel de confluencia del cultivo, el cual deberia de ser en torno al 70-80% para
realizar el pase.

2. Se puso a calentar al bafio maria (J.P. Selecta, S.A) tanto el medio de cultivo
como la tripsina, previamente sacados de la camara fria (Kide), durante unos
20 minutos a 37°C.

3. Pasado el tiempo, se trasladaron los materiales a la cabina (Telstar BV-100)
junto con el frasco de células que se encontraba en el incubador a 37°C,
habiendo sido desinfectados previamente. Ya en la cabina (Telstar BV-100),
se retird el medio antiguo con una pipeta pasteur, tratando de no aspirar las
células que se pudiesen encontrar pegadas al fondo. Inclinando el frasco, se
apoyo la punta de la pipeta en la pared opuesta a la monocapa celular, y se
aspir6. El medio antiguo se deshechd en un bote de residuos biologicos situado
dentro de la cabina (Telstar BV-100).

4. Para disgregar las células, se afadieron 2 ml de tripsina. Esta enzima ayud6 a
romper las uniones intercelulares y desprendi6 las células del fondo del frasco.
Se dejo incubar las células unos 3 minutos en el incubador a 37°C y 5% de
CO; para que actuase la tripsina.

5. Mientras transcurrieron los 3 minutos de incubacion, se aprovecho para rotular
los frascos donde se realizard el subcultivo, poniendo: nombre de la linea
células, nimero de pase, volumen de células que se va a anadir, nombre del
usuario que lo realiz6 y fecha.

6. Pasado el tiempo, se retird el frasco de la incubadora, se comprobd que las
células se hubiesen disgregado observando el frasco a contraluz y se pasé a la
cabina (Telstar BV-100). En los casos en los cuales no se las células sueltas,
se dieron un par de golpes secos en el frasco y se comprobaron de nuevo.
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7. En los nuevos frascos, ya rotulados, se afadié el medio con la ayuda de una
pipeta seroldgica y un aspirador automatico. El volumen anadido fue la
diferencia de 5 ml totales menos el volumen de células que deseemos agregar.

8. En el frasco antiguo, se neutralizo la tripsina afiadiendo el mismo volumen de
medio que volumen de tripsina hubiésemos afiadido, proporciéon 1:1. Para
asegurar que toda la tripsina se neutralice, se anadieron 3 ml de medio de
cultivo.

9. Con la pipeta seroldgica se resuspendi6 el medio repetidas veces, dejando caer
lo aspirado por la base del frasco para asegurar de que no quedasen restos de
células pegados.

10. A continuacion, se afadido el volumen deseado de células en el frasco
correspondiente. En este caso, se afiadieron 0,3, 0,5 y 1 ml en frasco con 4,7,
4,5 y 4 ml de medio, respectivamente.

11. Finalmente, los nuevos frascos se arrastraron cuidadosamente en forma de
cruz por el suelo de la cabina (Telstar BV-100) para que la distribucion de las
células fuese uniforme en toda la base y se guardaron en el incubador.
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cultive células
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Figura 9. Protocolo de pase celular (creado con BioRender.com (2025)).

3.4.Ensayos de xenotrasplante

3.4.1. Protocolo de tincion celular
1. Lacabina de cultivo celular (Telstar BV-100) fue preparada previamente como
se ha explicado en el apartado de cultivo celular. Se introdujo el frasco
seleccionado en la cabina (Telstar BV-100) junto con el resto del material.
2. Se desechd el medio antiguo al contenedor de restos bioldgicos y
seguidamente se afadieron 2 ml de tripsina. Pasados unos 30 segundos, se
retiraran de nuevo.
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3. Se afiadi6 1 ml de tripsina y se introdujo el frasco en el incubador a 37°C y
5% de CO; durante 3 minutos.

4. Mientras transcurrian los 3 minutos, se retul6 el eppendorf con el nombre de
la linea celular empleada, en este caso U251 wt.

5. Pasado el tiempo, se comprobd que las células se disgregaron de la base.
Seguidamente, se afiadié 1 ml de medio en el frasco para inactivar la tripsina.

6. A continuacioén, con una pipeta serologica y un aspirador automatico, se
resuspendi6 repetidamente, tratando de no formar burbujas, y seguidamente
se anadio entre 1-1,5 ml al eppendorf.

7. El eppendorf con las células se introdujo en la centrifuga, la cual se puso a
funcionar con un programa de 5 minutos, con una temperatura alrededor de
los 20°C y a unas revoluciones de entre 1200 y 1500 rpm (aproximadamente
a 189 g).

8. Pasado el tiempo de centrifugacion, de nuevo en la cabina (Telstar BV-100),
se retird cuidadosamente el sobrenadante y se desechd en el recipiente de
residuos bioldgicos. A continuacion, se anadio 1 ml de medio de cultivo nuevo
y 5 ul del marcaje lipofilico Vybrant™ Dil por cada 10° células resuspendidas.
Una vez hecho esto, se dejo el eppendorf en la incubadora celular a 37°C
durante 30 minutos. Tanto el marcaje lipofilico Vybrant™

FBS/PVP al 2% se sacaron de la camara fria (Kide) para atemperar durante el

Dil como el

tiempo de espera de la centrifugacion.

9. Transcurridos 30 minutos, se volvid a centrifugar el eppendorf que se
encontraba incubando a 37°C con el mismo programa. Pasado el tiempo de
centrifugacion, en la cabina (Telstar BV-100), se retiro el sobrenadante lo
maximo posible sin arrastrar ninguna célula, y se afadieron 10 pl de FBS/PVP
al 2% y se homogeniz6. De esta forma, las células ya estaban preparadas para
ser inyectadas (Fig. 10).
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Figura 10. Protocolo de tincion celular lipofilica para xenotrasplante (creado con BioRender.com (2025)).
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3.4.2. Protocolo de microinyeccion

Una vez preparadas las células, se prepard el material para inyectar. Esto incluye la
preparacion de las agujas de microinyeccion, una placa con un gel de agarosa al 2%,
ajustar el microinyector IM-31 (Narishige, Japén) y micromanipulador MMN-33
(Narishige Japon) y abrir la bombona de N». Para fabricar las agujas se emplearon
capilares de vidrio de borosilocato (Kwik-Fil™, World Precision Instrument, E.E.U.U.),
a partir de los cuales se obtuvieron las agujas gracias a la accion del Puller PC-10
(Narishige, Japon). Para la preparacion de la placa con el gel de agarosa, se afiadié en una
placa de Petri (Deltalab, Espafia) tampén TAE 0,5x junto con un 2% de agarosa,
previamente calentado, y se dejo enfriar. A continuacion, se describe el protocolo seguido
(Fig. 11):

1. En primer lugar, se trasvasaron los embriones seleccionados de 48 horas
postfertilizacion (hpf) a un vaso de precipitados, en un volumen aproximado de
20 ml de agua de 6smosis autoclavada. A ello se le anadieron entre 1-1,5 ml de
tricaina (sal de metanosulfato de 3-aminobenzoato de etilo, Sigma-Aldrich®) al
4% para anestesiarlos. A mayores, se prepar6 con agua de 6smosis y se rotuld
una placa de Petri (DeltalLab, Espafia) para anadir los embriones inyectados.

2. Seguidamente, se cargd la aguja de inyeccidon con las células previamente
marcadas con la ayuda de puntas de pipeta especificas para cargar
microcapilares (Calibre Scientific). En el caso de que la parte final de la aguja
no tuviese la apertura adecuada, se utilizaron unas pinzas para ajustarla.

3. A continuacion, se colocé la aguja cargada en el micromanipulador MMN-33
(Narishige, Japon) y se ajustd la presion de inyeccion y de balance del
microinyector IM-31 (Narishige, Japon). En este caso, le presion de inyeccion
fue en torno a 15-25 kPa y la presion de balance a 0 kPa.

4. Después de comprobar que el anestésico haya surtido efecto, se colocaron sobre
la placa de agarosa entre 5-10 embriones anestesiados.

5. Para microinyectar a los embriones, estos debieron de estar colocados de tal
forma que el vitelo quedase hacia el lado opuesto de la aguja. Con ayuda del
micromanipulador MMN-33 (Narishige, Japon) y moviendo ligeramente la
placa hacia la aguja, se inyectaron las células en el ducto de Cuvier, es decir, en
la circulacion del embrion.

6. Finalmente, los embriones inyectados se transfirieron a una placa de petri
(Deltalab, Espaiia), que previamente fue rotulada y preparada, con la ayuda de
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una pipeta pasteur y se introduce en el incubador a 34°C para poder realizar un

seguimiento de la proliferacion y metastasis de las células.
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Inyeccién del embrién de
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-
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“Control" y "Tratamiento"

J

Figura 11. Protocolo de xenotrasplante en embriones de pex cebre de 2 dpf (creado con BioRender.com (2025)).

3.5. Toma y analisis de imagenes

3.5.2. Toma de imagenes

Una vez microinyectados los embriones, cada embrion fue observado y fotografiado con
la ayuda del estereomicroscopio de fluorescencia AZ-100 (Nikon) y el software NIS-

Elements (Nikon) a 1 y 4 dias dpi (Fig. 12). Las iméagenes que se tomaron de los

embriones se corresponden con fotos de la cola, una en blanco y negro y otra con un filtro

de fluorescencia. De esta forma, sobre la foto en blanco y negro se sobrepondra la imagen
de las células con el marcaje fluorescente.

3.5.3. Analisis de imagenes

Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa QuantiFish, en su version
2.2.1 (Stirling et al., 2020) (Fig. 12). El programa permiti6 analizar tanto la intensidad de

flurescencia como el area, en funcion de la cantidad de pixeles positivos que se
encontraban por encima del umbral minimo establecido manualmente (valor del umbral

=15), de cada embrion. Con los datos de estos dos parametros, el programa calcul6 un

valor de intensidad integrada. Estos datos fueron proporcionados por el programa en un
documento en formato “.csv”, a partir del cual se realizo el analisis estadistico.

3.6. Tratamiento

El dia 1 postinyeccion (1 dpi), una vez tomadas las imagenes, los embriones fueron

repartidos en una placa de 24 pocillos (Thermo Scientific™) de 5 en 5. Se distinguirdn
filas control, unicamente los embriones en 2 ml de agua de 6smosis al 0,975% de DMSO,

y las filas bajo tratamiento.

Para preparar los pocillos con tratamiento, se afiadieron los 5 embriones y 1 ml de agua
de 6smosis y, a continuacion, 1 ml de la disolucion del tratamiento al doble de la
concentracion deseada, este caso a 100 uM ya que la concentracion deseada son 50 uM,

y lo mismo se hizo en los pocillos de las filas control con 1 ml de agua de 6smosis y otro

ml de agua al 1,95% de DMSQO, ya que se desea un 0,95% de DMSO.
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Una vez preparada la placa, se guard6 en el incubador a 34°C hasta el dia 4 postinyeccion.
En los dias intermedios, fue recomendable revisar la placa y limpiar los pocillos en los
que hubiese muerto algun embridon. Ademas, también fue recomendable renovar el agua
y la disolucién de GBM48 (Fig. 12).

3.7.Analisis estadistico

Con los datos de fluorescencia obtenidos en los experimentos, se compararon las
diferencias entre el grupo de control y el grupo de tratamiento con GBM48. Para ello se
realizd una prueba t de Student, ya que se disponian de dos grupos de datos, los cuales
ambos seguian una distribucion normal. El andlisis estadistico fue realizado mediante el
software GraphPad Prism version 8.0.2. El limite de significancia estadistica se establecio
en un valor p <0,05 (Fig. 12).

(" T 7
IR %,
Y 3
1 dpi
, Vo Y
Placa control y placa tratamiento con
GBM48 a 50 pM
\. J
J
)

Andlisis de imagen con
QuantiFish y analisis
estadistico con GraphPad

Toma de imagenes a 4 dpi

Figura 12. Resumen de los pasos para la toma y analisis de imagenes, tratamiento y analisis estadistico (creado
con BioRender.com (2025)).

4. Resultados

4.1. La NOAEL del compuesto GBM48 fue de 50 pnM con el FET adaptado
a xenograft

Puesto que el compuesto GBM48 se trata de un compuesto novedoso el cual estd
pendiente de patentar, no se poseian datos acerca de su toxicidad. Para aproximar unas
concentraciones para emplear en los ensayos de toxicidad se realizaron una serie de
pruebas piloto. De cada una de las pruebas se realizé una réplica, en la cual por cada
concentracion se emplearon 6 embriones de 3 dpf'y 6 embriones en la fila de control. De
las 5 pruebas realizadas se decidid que las 5 concentraciones que se emplearian en los
ensayos de toxicidad serian: 25 pM, 50 pM, 125 uM, 250 uM y 500 pM.
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Una vez realizados los ensayos piloto se procedio a realizar los ensayos de toxicidad con
las concentraciones previamente mencionadas, realizadas tal y como se muestra en la
Figura 8. Los ensayos se realizaron bajo condiciones adaptadas al xenotrasplante, con
embriones de 3 dpf, los cuales seran monitoreados los 5 dias que dura el ensayo. Se
realizaron un total de 5 réplicas, de las cuales, en funcidon de la mortalidad (Fig. 13), se
concluy6 que la dosis sin efecto adverso (NOAEL) del GBM48 se correspondia con una
concentracion en torno a 50 uM. Por consiguiente, 50 uM fue la concentracion empleada
para la realizacion de los ensayos de xenotrasplante.

Mortalidad GBM48

100

50

% Mortalidad

il

0 1 1 1
Control 25uM 50 yM 125 pM 250 pM 500 pM

Figura 13. Porcentaje de mortalidad de embriones de pez cebra tras la exposicion a diferentes concentraciones
de GBM48 durante S dias. En la gréafica se puede ver el % de mortalidad para cada una de las condiciones ensayadas
a diferentes concentraciones (£DE, n = 60 embriones condicion, a excepcion del control donde n = 132 embriones)

4.2. El compuesto GBM no redujo la proliferacion de la linea celular
establecida de glioblastoma U251wt

Una vez realizados los ensayos de toxicidad y estimada la NOAEL del GBM48, se
procedié a realizar los ensayos de xenotrasplante tratar a los embriones con GBM48 con
el objetivo de evaluar la efectividad antitumoral frente a las células de la linea establecida
de GBM humano U251wt. El efecto del compuesto fue comprobado mediante la
realizacion de iméagenes de los embriones a 1 dpiy 4 dpi empleando el estereomicroscopio
de fluorescencia AZ-100 de Nikon, tanto en blanco y negro como Unicamente capturando
la fluorescencia de las células marcadas de manera que se pudo seguir la proliferacion
tumoral in vivo a lo largo del tiempo en las dos condiciones experimentales (control y
tratamiento).

Tras la toma de imagenes, con la ayuda del programa QuantiFish (Stirling et al., 2020),
se pudo cuantificar la sefial de fluorescencia en cada embrion, pudiendo comparar la
proliferacion celular en cada condicion experimental.
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En general, los resultados obtenidos no mostraron una reduccion significativa de la masa
de células tumorales de la linea U251wt en los embriones tratados con GBM48 a 50 uM
a 4 dpi, sino que hay una diferencia significativa conforme aumentan, tal y como se puede
observar en las imagenes y en la grafica mostradas a continuacion (Fig. 14).

A 1 dpi 4

Control

GBMA48 50
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B 4 dpi

Ratio de proliferacion normalizada

Control GBMA48

Figura 14. Efecto antitumoral del GBM48 frente a la linea celular establecida U251wt de GBM humano en
pez cebra. A) Imagenes representativas de las células de la linea U251wt de GBM marcadas con Dil en embriones
de pez cebra a 1 y 4 dpi tras haber sido expuestos a 50 pM de GBM48. Escala =200 um. B) Cuantificacion de la
ratio de proliferacion celular normalizado junto con el error estindar de la media en embriones control y tratados
con 50 uM de GBM48 a 4 dpi (4 réplicas, n = 45-50 embriones/condicion, p*<0.05).

5. Discusion

En la actualidad, la busqueda de un tratamiento eficaz para el glioblastoma multiforme
(GBM) se ha convertido en una tarea urgente. A pesar de los avances en la caracterizacion
molecular de este glioma durante los ultimos afios, este es una neoplasia altamente
agresiva y con un prondstico devastador, el cual no acostumbra a superar el ano de
supervivencia tras recibir el diagnostico (Cabezas-Sainz et al., 2020).

En este contexto, este con este trabajo se pretende avanzar en la blisqueda de nuevos
compuestos terapéuticos, concretamente empleando modelos in vivo alternativos como es
en este caso el pez cebra, el cual presenta ventajas, especialmente logisticas, sobre otro
tipo de modelos animales mas tradicionales.

Siguiendo un orden cronologico y tomando como referencia los objetivos propuestos, se
tratd de evaluar la toxicidad del GBM48, un compuesto novedoso que actualmente se
encuentra pendiente de patente y Unicamente se conoce el peso molecular (496,9306
g/mol), y de conocer su NOAEL, es decir, su dosis sin efecto adverso observable. Los
ensayos de toxicidad fueron realizados con embriones de pez cebra de 3 dpf en placas de
96 pocillos. Tras realizar una serie de pruebas piloto y, posteriormente, 5 réplicas del
ensayo, la NOAEL estimada fue de 50 uM. En la concentracion superior, 125 uM, hubo
una gran variabilidad en las 5 réplicas en cuanto a la mortalidad, dandose casos en los que
a penas habia muertes, y en otros con una alta tasa de ellas. Es por ello por lo que la

35



eleccion fue 50 uM, a pesar de que es probable que a concentraciones intermedias con
125 uM, los efectos fuesen similares.

Durante la preparacion de la disolucion de stock de GBM48 se observo que, a las horas
de prepararla, el compuesto se aglutinaba por las paredes del frasco. A mayores se pudo
observar que la solubilidad en agua resultd relativamente dificultosa, puesto que fue
necesario emplear métodos de agitacion y de aplicacion de calor previos a la preparacion
de los ensayos de toxicidad y de tratamiento. Por lo tanto, es posible que parte del
compuesto de las disoluciones haya precipitado, reduciendo la concentracion efectiva de
la disolucion preparada (la concentracion real seria inferior a la calculada) al igual que el
efecto del compuesto. Tanto los resultados de los ensayos toxicologicos como los de los
tratamientos después del xenotrasplante se verian afectados en el caso de que esto hubiese
ocurrido. Esto es algo recurrente en la bibliografia por lo que se pudo comprobar
(Palmgrén et al., 2006).

Una vez realizados los ensayos de toxicidad, se prosiguié con lo que se corresponde con
el nucleo del trabajo, los ensayos de xenotrasplante. Tras realizar el marcaje lipofilico de
las células de la linea establecida de GBM U251wt, fueron inyectadas a embriones de 2
dpf en el ducto de Cuvier, de tal forma que en poco tiempo las células ya habrian
metastatizado a la cola de los embriones. Las colas de los embriones inyectados fueron
fotografiadas a 1 y 4 dpi, de tal forma que permiti6 realizar una comparativa entre los
embriones control y los embriones bajo tratamiento, ambos inyectados con células de
GBM. En los resultados se puede ver que la proliferacion celular es mayor respecto a la
condicion control.

En cuanto a la absorcion del farmaco, los ensayos de toxicidad realizados fueron mediante
inmersion. Esto implica que la cantidad de compuesto que absorbe el animal no es posible
de controlar, puesto que dependerd del embrion y de la naturaleza del compuesto. Como
explican Bauer et al. (2021), la epidermis es un factor implicado en la absorcion de
compuestos, la cual permite el paso de moléculas diatdbmicas como el oxigeno, pero no lo
hace con muchas moléculas de gran tamafio. A partir de las 60 hpf, la absorcion oral
adquiere cada vez mas importancia en la absorcion de compuestos. En el caso del
GBMA48, dado el desconocimiento a cerca de su estructura molecular y tamaio, cabe la
posibilidad de que este se hubiese visto afectado por alguno de estos factores, lo cual
implicaria que la dosis interna en animal seria muy baja y, en consecuencia, podria
resultar en resultados falsos negativos.

A pesar de que los resultados obtenidos revelan un aumento en el crecimiento celular en
el grupo de tratamiento respecto al grupo control, los ensayos de xenotrasplante fueron
llevados a cabo a través de un protocolo modificado, debido a incompatibilidad de
horarios y tiempo, reduciendo los dias de tratamiento post-inyeccion del 6 dpi a 4 dpi. Es
por ello por lo que puede darse el caso de que el propio compuesto promueva la
proliferacion tumoral, pudiendo causar dafios en el sistema inmune innato del embrion y
permitiendo un mayor desarrollo celular. Wehmas et al. (2016) observaron que empleando
un compuesto antitumoral para GBM en peces cebra, unas nanoparticulas de 6xido de
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zinc, del cual se esperaba ver una actividad citotoxica, aument6 la proliferacion y la
migracion celular un 19 y 35% respectivamente. Poniendo el caso como ejemplo y dado
que no se ha cumplido el protocolo estrictamente tratando los embriones hasta los 6-7
dpi, no se puede confirmar con seguridad que el GBM48 no tenga efectos antitumorales.

En los experimentos de inmunotoxicidad tanto de Wei et al. (2024) como de Lu et al.
(2023) se testaron los efectos toxicos de una serie de compuestos, la emacimectina de
benzoato (EMB) y el farmaco Nitazoxanida (NTZ) respectivamente, en embriones de pez
cebra. En ambos estudios se marcaron con fluorescencia las células del sistema inmune
innato (macrofagos y neutréfilos) y los embriones fueron sometidos a difere ntes
concentraciones crecientes de los compuestos. Los resultados coincidieron en una
reduccion significativa de las células inmunes, en el caso de la NTZ también se redujo el
timo, siendo mayor la reduccién de las células inmunes a mayor concentracion del
compuesto. Contrastando estos resultados con los obtenidos en este trabajo, se puede
contemplar la posibilidad de que el GBM48 pudiera causar los mismos dafios en el
sistema inmune innato de los embriones de pez cebra, permitiendo a las células tumorales
de GBM proliferar con mas facilidad, en contraposicion a los embriones control, en los
que el sistema inmune actuaria contra las células tumorales, reduciendo el crecimiento de
estas.

Respecto al sitio de inyeccion de los embriones, como ya se ha explicado, fue realizada
en el ducto de Cuvier, es decir, directamente en la circulacion del embrion. Sin embargo,
el hecho de que las células inyectadas provengan de un tumor cerebral lleva a la idea de
realizar la inyeccion ortotopica directamente en el cerebro del animal, proporcionando un
factor mas realista en el experimento. Ai et al. (2022) comprobaron que mediante
xenotrasplantes ortotdpicos en peces cebra las células reproducen adecuadamente las
caracteristicas del GBM, mostrando patrones patolégicos iguales que en modelos
murinos. Ademas, mediante sScRNA-seq, se observo un perfil de expresion génica distinta
a cultivos in vitro, mostrando un aumento en la expresion de genes relacionados con la
migracion celular y la hipoxia.

En cuanto a los datos analizados de la florescencia, no se descarta la posibilidad de una
sobreestimacion a cerca de la intensidad de esta. Dryer et al. (2023) analizaron y
compararon diferentes ensayos de xenotrasplante, por una parte, empleando células con
fluorescencia GFP constitutiva, y por la otra, empleando células con marcadas con Dil.
En este segundo, se observéd que el area del tumor se sobreestimaba significativamente
con este tipo de marcaje en comparacion con las células con GFP constitutivo. La razon
podrias ser debida a la transferencia de las moléculas de Dil de las células cancerosas no
viables a los tejidos del hospedador, reteniendo la fluorescencia.

Por tultimo, en vista a perspectivas de futuro respecto al prondstico para el GBM son
pobres a pesar del enorme esfuerzo por parte de la comunidad cientifica y de todos los
avances habidos en el tratamiento para este glioma. Los estudios preclinicos in vivo son
y serdn esenciales para el desarrollo de un nuevo terapéutico al igual que también lo son
para el anélisis de las caracteristicas biologicas y moleculares del GBM. En este contexto,

37



los modelos de xenotrasplante en pez cebra ha sido empleados dando lugar a exitosos
resultados, generando nuevo conocimiento a cerca de esta patologia. Tanto como para el
caso, como en general, los modelos de pez cebra transgénicos y xenotrasplantados son
una potente via futura de evaluacion de alteraciones de procesos bioldgicos relacionados
con el GBM vy de testar posibles nuevos diagndsticos y quimioterapicos frente este tumor
invasivo (Alberti et al., 2024).

6. Conclusion

Con este trabajo se ha podido confirmar la utilidad del pez cebra como animal para la
investigacion preclinica, concretamente en el desarrollo de nuevas terapias contra el GBM
y sirviendo de hospedador ideal para células de GBM, permitiendo el estudio de estas con
los embriones. Las conclusiones a las que se ha llegado en este estudio son las siguientes:

e El pez cebra es un organismo valido para la realizacion de ensayos toxicoldgicos
in vivo, posibilitando conocer la NOAEL del compuesto de estudio, GBM48.

e El pez cebra es un modelo vélido para el estudio de la proliferacion y metastasis
de la linea celular establecida de GBM humano U251wt.

e La linea celular establecida U251wt resisti6 al tratamiento con el compuesto
GBM48 recibido entre los dias 1 dpi y 4 dpi, provocando una mayor proliferacion
de las células.
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