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Resumen

La glicosilacion es una modificacion postraduccional, de la cual existen varios tipos, que
tiene lugar en diferentes compartimentos celulares. Cualquier alteracion en genes, como por
ejemplo RFTI, implicados en esta ruta causa los llamados trastornos congénitos de la
glicosilacion (CDG). El gen RFTI podria codificar para un transportador que participa en
la via de N-glicosilacion. En el presente trabajo, se utilizé el pez cebra como modelo

experimental para esclarecer algunos de los efectos de la mutacion en este gen.

El objetivo de la investigacion fue determinar la repercusion que tenia la mutacion en la

supervivencia y en la regeneracion tisular.

Para alcanzar los objetivos, se llevaron a cabo genotipados, cortes de aleta y varios analisis

estadisticos.

Los resultado obtenidos mostraron que los individuos homocigotos para la mutacion
contaban con una menor tasa de supervivencia, asi como una regeneracion de la aleta caudal
significativamente inferior en comparacion con los individuos heterocigotos y de tipo
salvaje. Ademas, estos sintomas se correlacionaban con los descritos en pacientes que
padecian un CDG. Con todo esto, se concluyd que la mutacion en el gen rftl afectaba al
desarrollo larval del pez cebra, asi como impedia la correcta regeneracion tisular, en este

caso, de la aleta caudal.

PALBRAS CLAVE: glicosilacion; N-glicosilacion; CDG; RFTI; pez cebra; embriones;

supervivencia; regeneracion.
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Resumo

A glicosilacion ¢ unha modificacion postraduccional, da cal existen varios tipos, que tefien
lugar en diferentes compartimentos celulares. Calquera alteracion en xenes, como por
exemplo RFTI, implicados nesta ruta causa os chamados trastornos conxénitos da
glicosilacion (CDG). O xene RFT1 poderia codificar para un transportador que participa na
via de N-glicosilaciéon. No presente traballo, utilizouse o peixe cebra como modelo

experimental para esclarecer algins dos efectos da mutacion neste xene.

O obxectivo de investigacion foi determinar a repercusion que tifia a mutaciéon na

supervivencia e na rexeneracion tisular.

Para acadar os obxectivos, levaronse a cabo xenotipados, cortes de aleta e varias analises

estatisticas.

Os resultado obtidos mostraron que os individuos homocigotos para a mutacion contaban
cunha menor taxa de supervivencia, asi como unha rexeneracion da aleta caudal
significativamente inferior en comparacion cos individuos heterocigotos e de tipo salvaxe.
Ademais, estes sintomas correlacionabanse cos descritos en pacientes que padecian un
CDG. Con todo isto, concluiuse que a mutacion no xene rftl afectaba o desenvolvemento
larval do peixe cebra, asi como impedia a correcta rexeneracion tisular, neste caso, da aleta

caudal.

PALABRAS CLAVE: glicosilacion; N-glicosilacion; CDG; RFTI; peixe cebra; embrions;

supervivencia; rexeneracion.
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Abstract

Glycosylation is a post-translational modification, of which there are several types, taking
place in different cell compartments. Any alteration in genes, such as RFT1, involved in
this pathway causes so-called congenital glycosylation disorders (CDG). The RFTI gene
could encode for a transporter that participates in the N-glycosylation pathway. In the
present work, zebrafish was used as an experimental model to elucidate some of the effects

of mutation on this gene.

The aim of the research was to determine the impact of the mutation on survival and tissue

regeneration.

To achieve the objectives, genotyping, fin cutting and various statistical analyses were

carried out.

The results obtained showed that homozygous individuals for the mutation had a lower
survival rate, as well as a significantly lower caudal fin regeneration compared to
heterozygote and wild-type individuals. In addition, these symptoms were correlated with
those described in patients with CDG. With all this, it was concluded that the mutation in
gene rftl affected the larval development of zebrafish, as well as preventing the correct

tissue regeneration, in this case, the caudal fin.

KEY WORDS: glycosylation; N-glycosylation; CDG; RFT1; zebrafish; embryos; survival;

regeneration.
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1. Introduccion

1.1. Glicosilacion

La glicosilacion es un proceso metabolico postraduccional complejo que resulta en la union
covalente de una cadena de oligosacéridos, llamada glicano a proteinas y lipidos. Este
proceso enzimatico se lleva a cabo en tres compartimentos diferentes de la célula: el citosol,
el reticulo endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi. Los glicoconjugados sintetizados
pueden seguir dos destinos diferentes: ser incorporados a la membrana plasmatica o
secretados fuera de la célula. Se estima que aproximadamente el 2% del genoma expresado
codifica proteinas que participan directa o indirectamente al proceso de glicosilacion

mediante la produccion, regulacion o la union de los glicanos a sus dianas (1, 2).

Es imprescindible que esta ruta esté perfectamente regulada ya que juega un papel
fundamental en funciones de gran importancia en el organismo. La glicosilacion es clave
para multiples procesos de desarrollo, crecimiento y sefializacion celular. Es un elemento
clave en la interaccion entre las células y su entorno Un ejemplo de esto es el rol de los

glicoconjugados en la activacion de la respuesta inmunitaria (3,4).

Es necesario la participacion de distintas disciplinas o tecnologias para poder comprender
la complejidad de la glicosilacion, ya que cada una ofrece perspectivas Unicas. Entre ellas
estd la protedmica, que permite cuantificar las glicoproteinas y los enzimas implicados en
la ruta. La glicoprotedmica posibilita la cuantificaciéon de cambios especificos en la
composicion de los glicanos. Por ultimo, la glicomica proporciona una caracterizacion

estructural detallada de los glicanos (5).

1.2. Tipos de glicosilacion

Existen diferentes tipos de glicosilacion de acuerdo con el tipo de enlace entre la cadena del

oligosacarido y el péptido (3):

I.  N-glicosilacion: El péptido y el oligosacarido se unen a través de un grupo amida
de residuos de asparagina.
II.  O-glicosilacion: El péptido y el oligosacérido se unen a través del grupo hidroxilo,

de residuos de serina o treonina principalmente.
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Las glicoproteinas derivadas de la ruta de N-glicosilacion comparten una estructura comin
de glicano formada por 14 azucares, y se diferenciaran unas de otras debido a las ltimas
modificaciones sufridas en el aparato de Golgi. Sin embargo, en el caso de la O-
glicosilacion las distintas clases de glicoconjugados se van a distinguir en funcién del

monosacarido que se una a la proteina obteniendo asi una mayor variedad de O-glicanos

(1).

1.3. N-glicosilacion

La N-glicosilacion es una modificacion de glicanos altamente conservada y son miles las
proteinas que estdn N-glicosiladas. A su vez, esta modificacién estd involucrada en
numerosos procesos fisiologicos como el plegamiento de proteinas. Cualquier alteracion en
la estructura de los glicoconjugados puede derivar en el desarrollo de diferentes
enfermedades. Por consiguiente, es clave comprender la ruta de N-glicosilacion y dilucidar

los mecanismos que regulan esta via biosintética (6).

La glicosilacion de proteinas tipo N ocurre fundamentalmente en dos organulos celulares:
el aparato de Golgi y el RE. La sintesis del N-glicano se inicia en la cara citoplasmatica del
RE. Distintos monosacaridos se transfieren a un portador lipidico, el dolicil pirofosfato,
gracias a las glicosiltransferasas, altamente especificas. Los sustratos de estas enzimas seran
7 azlcares, 5 manosas y 2 N-acetilglucosaminas, activados por nucleotidos (UDP-Man y
UDP-GIcNAc). Finalmente, el glicano precursor unido a dolicol pirofosfato resultante es

MansGIcNAc: (7-9).

La siguiente fase de esta ruta consiste en la translocacion del intermediario unido a lipido a
través de la membrana del RE hacia su cara luminal por la accion de una flippasa, donde se
continuard la sintesis del glicoconjugado. En el lumen, donde se completa el ensamblaje del
oligosacarido con la adicion de otros 7 monosacéridos. En este caso, se adicionan 4 unidades
de manosa y 3 glucosas, para finalmente obtener el oligosacarido unido a lipido

GlcsManoGlecNAc: (7-9).

A continuacion, la oligosacariltransferasa (OST), un complejo proteico oligomérico de
membrana, cataliza la transferencia del oligosacarido precursor a residuos de asparagina en
las cadenas polipeptidicas nacientes. La secuencia aceptadora se caracteriza por el motivo

Asn-X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina (Figura 1) (8).
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Figura 1. Ruta de N-glicosilacion. Sintesis del oligosacarido unido a un lipido y transferencia a
residuos de asparagina. Imagen obtenida de Freeze et al. (8)

Por ultimo, poco después de la transferencia del glicano, se inicia un proceso de adicion y
eliminacion de multiples monosacaridos. La proteina glicosilada sera procesada en el RE y
en el aparato de Golgi, mediante la accion de glicosidasas. Inicialmente, tres residuos de
glucosa se eliminan juntos con los residuos de manosa, intercalando con la adicién de
multiples residuos de N-acetilglucosamina. Posteriormente, a las ramificaciones del glicano
se les adicionan galactosa y acido sidlico; y en determinados casos se afiaden residuos de
fucosa. Todas estas modificaciones ocurren en el aparato de Golgi excepto la eliminacion
del primer residuo de manosa. Los donadores activados necesario para esta fase de la
glicosilacion seran transportados al aparato de Golgi por transportadores de nucleotido-

azucar (Figura 2) (8).
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Figura 2. Ruta de N-glicosilacion. Adicion y eliminacion de monosacaridos. Imagen obtenida de
Freeze et al. (8)

1.4. Trastornos congénitos de la glicosilacion

Los trastornos congénitos de la glicosilaciéon (CDG), reportados por primera vez en la
década de 1980 por Jaak Jaeken, constituyen una familia de enfermedades metabdlicas
hereditarias causadas por defectos en los genes importantes para el proceso de glicosilacion
de proteinas y lipidos. Debido al rapido avance de las técnicas gendomicas y metabolémicas,

los CDG son una categoria de rapida expansion (Figura 3) (1,2,10,).

Se trata de un grupo de trastornos, normalmente con herencia autosémica recesiva, muy
heterogéneo, multisistémicos y en rapido crecimiento. Siguen siendo un campo de estudio
activo y cada vez es mayor el nimero de subtipos conocidos ademas de los descubrimientos

relacionados con los mecanismos de la enfermedad y el desarrollo de terapias (10,11).

Se ha propuesto un sistema de clasificacion basado en el modo de accidn, recogiendo asi 8

categorias (2):

10
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e Trastornos de la sintesis e interconversion de monosacaridos.
e Trastornos de la sintesis y transporte de azlicares-nucleotidos.
e Trastornos de la glicosilacion de proteinas N-unidas.

e Trastornos de la glicosilacion de proteinas O-unidas.

e Trastornos de la glicosilacion de lipidos.

e Trastornos del trafico vesicular.

e Trastornos de multiples vias de glicosilacion.

e Trastornos de la degradacion de glicoproteinas o glicanos.

A) harid and O-linked glycosylation: L) GPI anchor biosynthesis (3., 4.)

ffecti Nlinked (1) E) via Man (3.,4.) GPAAL, PGAP1, PGAP2, PGAP3, PIGA, PIGB, PIGC, PIGG,
MAN2B2, MPI, PMM2 B3GALNT2, BAGAT1, CRPPA, FKRP, FKTN, LARGE, PIGH, PIGK, PIGL, PIGM, PIGN, PIGO, PIGP, PIGQ, PIGS,

multiple (1) POMGNT1, POMGNT2, POMK, POMT1, POMT2, RXYLT1  PIGT, PIGU, PIGV, PIGW, PIGY

FCSK, G6PC3, GFPT1, GNE, NANS, PGM1, PGM3 F) via GaINAc C1GALT1C1, GA:.NTZ, GALNT3 (4.) Multiple glycosylation pathways:
N-linked glycosylation: G) via GlcNAc EOGT (3.), 0GT* (1.,2.) M) Dolichol(-phosphate) synthesis and utilisation (3.)
B) N-glycan LLO assembly (3.) H)via Gle POGLUT1 (3.) DHDDS, DOLK, DPM1, DPM2, DPM3, MPDU1, NUS1,
ALG1, ALG2, ALG3, ALG6, ALGS, ALGY, ALG11, ALG12,  ')Via Fuc B3GALTL LFNG, POFUT1(3.,4.) SRD5A3
ALG13, ALG14, DPAGT1, RFT1 J) via Xyl (GAG blosynthests) (4.) N) sugar synthesis and (1.4,
C) N-glycan transfer to protein (3.) B3GALT6, B3GAT3, BAGALT7, CANT1, CSGALNACTL, DSE,  cap, GMPPA, GMPPB, SLC35A1, SLC35A2, SLC35A3,
DDOST, MAGT1, SSR3, SSR4, STT3A, STT38, TUSC3 EXT1, EXT2, EXTL3, CHSY, XYLT1, XYLT2 SLC35¢1, SLC35D1
D) N-glycan processing (3.,4.) K) Lipid glycosylation (4.) 0) Vesicular trafficking (4.)
FUTS, GANAB, JAGN1, MAN1B1, MGAT2, MOGS, PRKCSH  A4GALT, B4GALNT1, ST3GALS COG1, COG2, COG4, COGS, COG6, COG7, COGS, GORAB,

GOSR2, SEC238, TRAPPC11, TRIP11, VPS138
P) Glycosyltransferases (4.)
S.ER B) 4. Golgi BAGALTL, ST3GAL3
Q) Golgi pH and ion homeostasis (4.)
ATP6AP1, ATPGAP2, ATPGVOA2, ATPGVIA, ATPGVIEL,
CCDC115, SLCIA7, SLCI0A7, SLC39A8, TMEMI6S,
TMEM199, VMA21

2. nucleus
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Figura 3. Localizacion y clasificacion de algunos de los CDG. Imagen obtenida de Ondruskova et

al. (1).

Los sintomas mas caracteristicos de los CDG estan relacionados con discapacidades
neurologicas y del desarrollo. Sin embargo, su naturaleza multisistémica también causa

graves problemas en diferentes 6érganos y sistemas (12).

11
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En el caso de la N-glicosilacion se distinguen 2 tipos diferentes de CDG (13-15):

e CDG tipo I (CDG-I): Los defectos moleculares afectan a la etapa de ensamblaje
del precursor oligosacarido unido a lipidos en el RE o en la transferencia de esta
a las cadenas polipeptidicas. Este grupo es el que recoge la mayor parte de los
CDG.

e CDG tipo II (CDG-II): Incluye defectos en el procesamiento o remodelacion del

glicano en el aparato de Golgi.

El andlisis del enfoque isoeléctrico de la transferrina se utiliza como prueba de cribado para
detectar defectos de N-glicosilacion tipo 1 y tipo II. Ademas, se han sumado al diagnostico
de estas patologias nuevos marcadores como la apolipoproteina C-III. Aunque, el
diagnostico de subtipos especificos se confirma mediante pruebas genéticas dirigidas a un
solo gen, paneles de secuenciacion de proxima generacion para genes CDG, o secuenciacion

del exoma completo (16).

1.5. RFT1

Las glicosiltransferasas son unas de las enzimas clave para el proceso de glicosilacion. En
la actualidad, las identidades de las glicosiltransferasas necesarias para el proceso de
glicosilacion han sido determinadas. Ademds, varias de estas enzimas han sido
caracterizadas estructuralmente. Sin embargo, existen otras proteinas y transportadores que
participan en el proceso de N-glicosilacion que todavia siguen siendo una incognita. Un
ejemplo es la proteina encargada de translocar el oligosacéarido unido a lipido a través de la

membrana del RE.

La identidad de la proteina que transloca el intermediario oligosacarido a través de la
membrana del RE es motivo de controversia todavia. Esta proteina fue reportada por
primera vez por Helenius y Aebi en los 2000. Algunos estudios bioquimicos indican que
podria ser un transportador lipidico tipo escramblasa, capaz de equilibrar el oligosacéarido
unido a lipido entre las dos caras de la membrana e independiente de ATP. Cuando se
descubri6 el RFT1-CDG se observo que la deficiencia de la proteina RFT1 resultaba en la
acumulacion del intermediario, diminucion del producto final de la N-glicosilacion e
hipoglicosilacion de N-glicoproteinas. Por todo esto, RFT1 se propuso como la

escramblasa, con base en estudios genéticos en levaduras (Figura 4) (17).

12
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Figura 4. llustracion de la actividad escramblasa en la ruta de N-glicosilacion. Imagen obtenida
de Hirata et al. (17)

A pesar de estes hallazgos, diversas investigaciones determinaron que RFT1 no es necesario
para el intercambio en la membrana del RE in vitro. En estos estudios se emplearon
vesiculas reconstituidas y microsomas, y células de un organismo eucariota. Ademas, la
actividad de translocacion podia ser separada de RFT1 mediante diversos métodos. Sin
embargo, se plantea la posibilidad de que de que algunos organismos hayan retenido
proteinas redundantes en sus genomas durante la evolucion de la N-glicosilacion y por lo

tanto, podria explicar algunas de las discrepancias en la literatura sobre el papel de RFT1

(17,18).

En 2008 Haeuptle y sus colaboradores identificaron al primer paciente con deficiencia de
RFTI1. Describieron a una nifla pequefla que presentaba retraso psicomotor marcado,
hipotonia convulsiones, hepatomegalia y coagulopatia. Esta mostraba una acumulacion del

intermediario Mans-GlcNAc>-DolPP una reduccion de la proteina N-glicosilada final (19).

13
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En investigaciones en el 2009 se identificé un tnico gen ortdélogo humano de la proteina
RFTI1 de levadura. Este codifica una proteina de 541 aminodcidos, con un 22% de identidad
con la RFT1 de levadura (7). En la actualidad, segun predicciones realizadas con programas
informaticos, RFT1 humana posee 14 dominios transmembrana. El extremo N-terminal y
C-terminal se ubican en el lado citoplasmatico (Figura 5) (17). En el caso del pez cebra,

esta proteina no ha sido caracterizada por el momento.
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Figura 5. Prediccion Alpha de la proteina codificada por el gen RFTI. Imagen obtenida de Hirata
etal (17).

La conservacion funcional de las proteinas RFT1 en levadura y humano destaca el papel
esencial de RFT1 en eucariotas inferiores y superiores. Pero todavia no hay una opinion

undnime acerca del papel de esta proteina.

1.6. El pez cebra como modelo experimental

La necesidad de un organismo modelo que sea capaz de reproducir los sintomas metabdlicos
y que sirva para estudiar el desarrollo de enfermedades humanas ha llevado a la utilizacion
de diversas especies animales a lo largo de los afos. Entre todas, los roedores han tenido
gran protagonismo en la investigacion biomédica gracias a la existencia de protocolos
estandarizados para el diagnodstico, el tratamiento entre otros. A pesar de todo esto,
determinado factores los hacen relativamente diferentes a los humanos. Los roedores
cuentan con diferentes requerimientos dietéticos o distintos estilos de vida lo que resulta un
obstaculo para su uso en investigaciones biomédicas. Por consiguiente, se ha impulsado la
utilizacion de sistemas modelos alternativos entre los que se encuentra el pez cebra (20).

Este pez ha permitido estudiar y desarrollar terapias frente a diferentes trastornos del
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desarrollo, mentales o metabodlicos que afectan a parte de la poblacion. Gracias a
investigaciones que han usado el pez cebra como modelo ha mejorado el diagnostico y

tratamiento, asi como la calidad de vida de multiples pacientes.

El pez cebra, Danio rerio, es un pequeiio pez teledsteo originario de los rios del sur y este
de India. Este pez presenta unas caracteristicas fisicas ventajosas que han resultado en su
uso como modelo experimental en los laboratorios. La primera vez que se propuso a Danio
rerio como modelo para la investigacion genética fue con el trabajo de George Streisinger
entre 1970 y 1980. En la actualidad, cada vez son més los laboratorios que utilizan el modelo

de pez cebra para el estudio de enfermedades humanas (21-22).

El uso del pez cebra como modelo animal presenta diversas ventajas en el estudio del
desarrollo y de las enfermedades de vertebrados frente a otros modelos, como los roedores,
que lo hacen ideal para su uso en la investigacion. Por un lado, su tamafio y anatomia son
caracteristicas clave. Para empezar su tamafio adulto es relativamente pequefio, de 2 a 3 cm,
por lo que hace mas facil su manipulacion a diferencia de los ratones cuyo tamafio es mucho
mayor en edades adultas. Ademas, el mantenimiento de Danio rerio en acuarios para su uso
en el laboratorio, es mas sencillo y requiere un menor espacio que los roedores, suponiendo
asi un menor costo de mantenimiento de instalaciones. Asimismo, en las primeras etapas de
su desarrollo el pez cebra posee un cuerpo transparente lo que permite obtener imagenes in
vivo para seguir en detalle procesos de desarrollo en investigaciones relacionadas con el
descubrimiento de fAirmacos o patogénesis. Sus caracteristicas reproductivas también son
importantes. Poseen un tiempo generacional muy rapido y tiene la capacidad de producir
grandes cantidades de descendencia a diferencia de los modelos de mamiferos que necesitan
meses para ello (Figura 6). Para continuar, la fertilizacion externa de los huevos hace posible

seguir el desarrollo in vivo, cosa que en organismos como los ratones no es posible (20-23).
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Figura 6. Esquema del ciclo de vida del pez cebra. Imagen obtenida de Adhish et al. (23)

Por otro lado, la genética del pez cebra es la idonea para emplearlo como modelo de
enfermedades humanas. A través de la realizacion de cribas genéticas en pez cebra se
lograron identificar mutaciones que producian unos efectos observables que se parecian a

los detectados en enfermedades humanas (24).

El pez cebra es un vertebrado y como consecuencia comparte una relacion mas cercana con
los humanos que los modelos invertebrados empleados a lo largo de la historia. A diferencia
de C. elegans y Drosophila melanogaster posee caracteristicas fisioldgicas y anatomicas
similares a los organismos superiores lo que sugiere que su genoma es mas parecido al de
los seres humanos. De hecho, es posible encontrar ortélogos de la mayoria de los genes
humanos que muestran patrones de expresion similares. La comparacion con el genoma de
referencia humano mostraba que mas del 70% de los genes humanos tienen al menos un
ortdlogo evidente en el pez cebra y que las proteinas resultantes comparten un 70% de
identidad (Figura 7) (20-26). Todo esto lo hacia un modelo perfecto para estudiar

enfermedades y distintos procesos patogénicos en vertebrados.
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Figura 7. Comparacion del genoma humano y del pez cebra. Imagen obtenida de Adhish et al.

(23).
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1.6.1. El pez cebra y la regeneracion tisular

El ntimero de aplicaciones del pez cebra como modelo animal en el laboratorio es cada vez
mas extenso. Entre sus usos, se encuentra el empleo de Danio rerio como modelo de
regeneracion tisular. La reparacion de tejidos y la regeneracion de 6rganos son procesos
clave para mantener la integridad estructural y la funcionalidad de los 6rganos después de
una lesion. Cada vez son mas los estudios de regeneracion que utilizan el pez cebra como
modelo gracias a la existencia y mejora de las herramientas genéticas, como la transgénesis

y la edicion gendmica (27,28).

Ciertos modelos vertebrados presentan una capacidad de regeneracion limitada, restringida
a ciertos tejidos o a un periodo de tiempo concreto. Sin embargo, el pez cebra posee un

mayor grado de capacidad regenerativa en multiples o6rganos y tejidos lo que lo convierte
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en un modelo animal poderoso para comprender los mecanismos moleculares que se

encuentran detréds de la sefializacion regenerativa.

Un ejemplo de los tejidos que el pez cebra es capaz de regenerar y que es muy usado en
investigacion son sus aletas. Mientras que los mamiferos la amputacion de estructuras como
la cola o las mismas aletas en mamiferos marinos resulta inicamente en la formacion de
una cicatriz rica en colageno, el pez cebra es capaz de restaurar completamente todos los
tipos celulares, la arquitectura del tejido incluso su funcion (27-29). Concretamente, el
estudio de la regeneracion de apéndices en pez cebra se utiliza ampliamente en
investigacion. La capacidad de los peces teledsteos, como es el caso del pez cebra, para
regeenerar aletas amputadas fue descrita por primera vez en 1786 por Broussonet. Sin
embargo, no fue hasta casi 100 anos después cuando alcanzd su uso en investigaciones

genéticas (30).

El estudio de la regeneracion de las aletas presenta diversas ventajas. Entre ellas, la
amputacion parcial de estas no tiene efectos perjudiciales importantes y la regeneracion se
puede monitorizar de forma sencilla en animales vivos. Aunque, todas las aletas del pez
cebra presentan capacidad regenerativa, la mas comtiimente usada es la aleta caudal. Esto es

debido a que es la aleta mas grande lo que facilita la manipulacion y la observacion (28-30).

Tras la amputacion de las aletas se suceden una serie de acontecimientos que permiten
regenerar el tejido. Para empezar, células del sistema inmune, como los macréfagos, son
reclutados y se forma un epitelio que cubrird la herida. Este epitelio, rapidamente se
convierte en una estructura multicapa. Finalmente, se forma el blastema, un conjunto de
células proliferativas e indiferenciadas que dardn lugar a los diferentes tipos

celulares(Figura 8) (29-31).
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Figura 8. Proceso de regeneracion de la aleta caudal. Imagen obtenida de Sehring et al. (29)

En conclusion, el pez cebra es y seguira siendo un modelo clave para el estudio de patologias

humanas. Para este estudio en concreto, es muy importante para el estudio de enfermedades

ultra-raras como el caso de los CDG. Este tipo de investigaciones son fundamentales para

do y un tratamiento mas efectivo.

4
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conseguir un diagnostico m
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2. Objetivos

El objetico general del presente trabajo se centra en profundizar y ampliar el conocimiento

del proceso de glicosilacion, empleando para ello el modelo de pez cebra mutante para el

gen rftl.
Por tanto, los objetivos especificos son:

- Evaluacion del efecto de la mutacion en la supervivencia.

- Evaluacion del efecto de la mutacion en la capacidad de regeneracion de la aleta

caudal en embriones.
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3. Material y métodos

3.1. Cuidado y mantenimiento de los peces cebra

Los peces cebra de la cepa AB utilizados para los experimentos se mantuvieron en las
instalaciones de acuicultura del Departamento de Zoologia, Genética y Antropologia Fisica
de la Universidad de Santiago de Compostela. Se mantuvieron a 28 °C con un fotoperiodo
de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad, de acuerdo con protocolos previamente descritos
(Westerfield, 2000; Alestrom et al. 2019). Todos los experimentos que involucraron
animales siguieron las directrices de la Comunidad Europea y del Gobierno Espafiol sobre
el cuidado y la experimentacion con animales (Directiva 2012/63/UE y RD 53/2013) y
fueron aprobados por el comité de bioética de la Universidad de Santiago de Compostela y

el gobierno de la Xunta de Galicia.

3.2. Regeneracion de aleta

3.2.1. Corte de aleta caudal

Se recogieron embriones de 48 horas post-fertilizacion (hpf) y se anestesiaron con
metanosulfonato de tricaina (MS-222) 200 mg/L. Se colocaron los embriones anestesiados
en una placa separados e identificados para mantener la trazabilidad del genotipo. A
continuacion, con la ayuda de la lupa, y el empleo de una aguja quirurgica, se cort6 la aleta
caudal de cada uno de los individuos. El corte se realiza justo por detrds de la notocorda.
Finalmente, se saca una fotografia de cada embrion con el corte realizado usando el
estereomicroscopio Nikon AZ-STD (Nikon, Japon). Para asegurar una buena interpretacion
y reproducibilidad de los resultados es necesario realizar todas las fotos con el pez en
posicion lateral. Luego fueron transferidos a una placa de 24 pocillos que contenia medio

E3 para su recuperacion.

3.2.2. Regeneracion de la aleta

A los 3 dias post-amputacion (dpa), se vuelve a sacar una fotografia de cada uno de los

embriones que se le ha cortado la aleta caudal.
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3.3. Recogida de muestras

Para el estudio de supervivencia, se recogieron los embriones que murieron durante los 15

primeros dias de desarrollo. El tltimo dia, los embriones restantes fueron eutanasiados.

Cada embrion se deposito en un pocillo que contenia la resina Chelex 5% en agua destilada,

en placas de 96 pocillos para proceder a su genotipado.

3.4. Genotipado

3.4.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras contenidas en Chelex 5% se realizd en un
termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). Primero se utilizo
un programa de 95 °C 15 minutos. A continuacidn, las muestras fueron agitadas en un vortex
durante 1 minuto y posteriormente, a cada pocillo se le adicionaron 5 puL de proteinasa K.
Las muestras se centrifugaron y se volvieron a llevar al termociclador donde se utiliz6 el
programa 56 °C 3 horas y finalmente 95 °C 10 minutos. Se obtiene asi el ADN de cada uno

de los embriones.

3.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion del ADN extraido se llevo a cabo mediante PCR. Los cebadores empleados

son los mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1. Cebadores usados para realizar la PCR

Cebadores Secuencia de los cebadores

MR Sl s AACCTCTCTGGGTTCTTGCAC 60°C

1B RN IS GGCACTGCAAGCACAGTCTA 60°C
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La amplificacion se realizé en un volumen final de 10,4 uL por cada una de las muestras.
Este incluia 5 uL. de Mezcla Promega 3; 0,7 uL de cada cebador (10 uM en agua Milli-Q);
3 uL de agua Milli-Q y 1 pL de muestra de ADN de cada uno de los embriones.

La PCR se realizo en un termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) utilizando el siguiente programa: 1 ciclo de 95 °C 10 minutos; 40 ciclos de 94

°C 30 segundos, 56 0 58 °C 30 segundos, 72 °C 30 segundos y finalmente 72 °C 10 minutos.

Tabla 2. Programa empleado para realizar la PCR.

_
95°C

Pasol: 10 minutos

Desnaturalizacion

Paso 2: Alineamiento [0 94°C 30 segundos
56/58°C 30 segundos
72°C 30 segundos

3.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos amplificados se hacen migrar en una electroforesis en gel de agarosa al 2%.
Se empled tampon TAE 0,5x y tincion SYBR™ safe para poder observar las diferentes
bandas. Para la migracion de los fragmentos de ADN, se mezcl6 cada producto de PCR con
1 uL de azul de bromofenol 10x. Se aplico un voltaje de 100 V durante aproximadamente 1
hora. Finalmente, para la visualizacién de las bandas resultantes se utilizd una lampara

ultravioleta.
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3.5. Analisis estadistico

El andlisis estadistico y los graficos de la curva de supervivencia se generaron utilizando
Microsoft Excel version 16.97 (25051114, Microsoft Corporation, Redmond, WA, EE.
uu.).

Para el andlisis de las fotos de regeneracion de aleta caudal, se utiliz6 el programa Fiji

(ImageJ, version 21.0.7/1.54p, NIH, EE.UU.).

Para el analisis de las diferencias de longitud de aleta caudal regeneradas entre los distintos
grupos se analizaron mediante un ANOVA de Welch, debido a que las varianzas fueron
desiguales. Para las comparaciones entre los grupos se utilizd el test post-hoc de Games-
Howell, ya que tanto las varianzas como los tamafios de muestras no fueron homogéneos.

Se utiliz6 el programa jamovi (version 2.6.26).
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4. Resultados

4.1. Curva Kaplan-Meier

4.1.1. Amplificacion y genotipo

Se realizo la PCR de los embriones muertos a lo largo de 15 dias. El objetivo era amplificar
la zona donde se encuentra el gen rfi/ para determinar el genotipo de cada uno de los

embriones. La mutacion en el gen rft/ se trata de una insercion de 71 pb.

Como se muestra en la Figura 8, dependiendo del genotipo que presenta el embrion, el
producto de amplificacion se presenta de tres formas diferentes en el gel de agarosa. Esto
dependen de si se trataba de ADN de un embriéon homocigoto (Hom) para la mutacion,

heterocigoto (Het) o de tipo salvaje (WT, por sus siglas en inglés) (Figura 9).

Figura 9. Visualizacion de los amplicones en gel de agarosa. De izquierda a derecha se
observa el marcador molecular, dos muestras homocigotas, dos heterocigotas y dos WT.
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4.1.2. Calculo de la curva de Kaplan-Meier

Se utilizo6 la curva de Kaplan-Meier para realizar el analisis de la supervivencia a lo largo
del tiempo de cada uno de los genotipos. Obteniendo asi 3 curvas. En el eje de abscisas se
represento la edad embrionaria, desde las 24 hpf hasta los 15 dpf. Y en el eje de ordenadas

la tasa de supervivencia.

Para el célculo de cada una de las curvas de Kaplan-Meier, en primer lugar, se ordenaron
los tiempos de desarrollo de menor a mayor, desde 0,5 dpf hasta los 14 dpf. También se
representaron los eutanasiados. Por otro lado, para construir la grafica, se afade el tiempo

0 dpf. En total, 16 tiempos diferentes de desarrollo.

Para el siguiente paso, se construyd una columna que recogia el nuimero de embriones que
murieron en cada tiempo. A continuacion, se determiné el nimero de casos que habian
sobrevivido hasta el tiempo t mas el nimero de individuos que habian muerto en el tiempo

t.

Conocidos estos datos, se prosiguié con el célculo de la tasa de supervivencia (S(t)). Esta
se calculd como fraccion acumulativa. Para ello, primero se calcula la fraccion de
individuos que sobreviven en el momento t que se esta analizando. Esto es, 1 menos la
proporcion de embriones que han muerto en el tiempo t considerando como total los
individuos que han sobrevivido hasta ese momento mas los que han muerto en ese momento
t. Finalmente, la fraccion obtenida se multiplica por la tasa de supervivencia

correspondiente a la edad de desarrollo anterior (32).

En la tabla 3 se recogen los datos de la tasa de supervivencia para los 3 genotipos.

26



Trabajo Fin de Grado Iria Correal Pérez

Tabla 3. Datos para construir las curvas Kaplan-Meier.

— 1,0000 1,0000 1,0000
0,9697 0,9751 0,9537
0,9596 0,8292 0,9444
0,8990 0,7616 0,8704
0,8485 0,7580 0,8519
0,8485 0,7473 0,8426
0,7677 0,7367 0,8426
0,4242 0,7117 0,8333
0,1616 0,6940 0,8148
0,0303 0,6797 0,7870
0,0101 0,6335 0,7222
0,0101 0,4520 0,6111
0,0000 0,3452 0,5556
0,0000 0,2420 0,3981
0,0000 0,1495 0,2222
0,0000 0,1495 0,2222
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4.1.3. Anadlisis de la curva de Kaplan-Meier

En las primeras horas del desarrollo, todos los grupos de organismos presentan una tasa de
supervivencia similar, aunque con pequefias diferencias. Es en el 1 dpf cuando la curva de
los embriones heterocigotos diverge del resto mientras que, no es hasta los 6 dpf que la
curva de los individuos homocigotos se diferencia de la correspondiente a los individuos de

tipo salvaje.

Segun se puede observar en las graficas la curva relativa a los embriones homocigotos para
la mutacion presenta una pendiente mucho mas pronunciada a partir de los 6 dpf que el resto
de los grupos de individuos. Por lo tanto, a partir de este momento del desarrollo tienen un
peor pronodstico de supervivencia que el resto de los grupos. Tanto es asi, que a partir de los

10 dpf, la probabilidad de supervivencia de los embriones homocigotos es nula.

Por otro lado, la curva de los embriones heterocigotos y de los embriones de tipo salvaje
sigue una trayectoria similar. Ambas curvas son casi paralelas. Esto significa que, los
grupos tienen experiencias de supervivencias similares. Sin embargo, los heterocigotos
presentan tasas de supervivencia menores que los de tipo salvaje. Ambos grupos de
individuos presentan una zona de la grafica, entre los 2 dpf y los 6 dpf, en la cual la
pendiente es muy pequena. Esto quiere decir que, este es un periodo relativamente estable
para ambos grupos de individuos. A partir de los de los 7 dpf la tasa de supervivencia
comienza a disminuir de forma progresiva en ambos grupos de embriones. Es desde los 7
dpf cuando las curvas comienzan a descender, alcanzando una pendiente mas pronunciada
desde los 10 dpf. Desciende asi bruscamente la tasa de supervivencia tanto de los individuos
de tipo salvaje como los heterocigotos para la mutacion, pero sin llegar a un 100% de

mortalidad como los embriones homocigotos.

La representacion de las tres curvas de Kaplan-Meier se observa en la Figura 10.
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Curva Kaplan-Meier
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Figura 10. Curvas de Kaplan-Meier de los embriones homocigotos, heterocigotos y de tipo salvaje.

4.2. Regeneracion de aleta caudal

Se realizé un corte de la aleta caudal a los 2 dpf. A la hora de realizar el corte, se tratd de
no dafiar el musculo ni la vena caudal ya que esto podria afectar a la regeneracion del tejido

y dificultar la interpretacion de los resultados.

A los 3 dpa, se volvid a tomar una foto de la aleta caudal de cada uno de los embriones. La
razon de que la fotografia se tomara de nuevo a los 3 dpa es que, transcurrido este tiempo,

ya deberian de haber regenerado la aleta practicamente por completo.

4.2.1. Analisis de la regeneracion de aleta caudal

Para el andlisis de la regeneracion de cola se tomaron fotografias a 96 embriones de
diferentes genotipos. A continuacion, se determind si existia o no regeneracion de la aleta
caudal de cada uno de los embriones, estableciendo una clasificacion en funcién de cuanto
fue el tejido regenerado: completa, incompleta o no existia regeneracion. Y se procedio al
genotipado de los embriones para vincular estos fenotipos observados con el genotipo

correspondiente.
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Como se puede observar en estas imagenes, los individuos homocigotos (A-B) presentan
una regeneracion de la aleta caudal mucho menor que aquellos embriones que son de tipo
salvaje (E-F). De hecho, en los individuos homocigotos solo se observa cicatrizacion. En el
caso del grupo de embriones heterocigotos (C-D), la regeneracion de la aleta caudal es
similar que los individuos de tipo salvaje, aunque se observan diferencias en la longitud del

tejido regenerado siendo mayor en los de tipo salvaje.

HOM

--“-m--u.l . 2
o n st - i

HET i

M,.rv,-“"‘"“

WT

Figura 11. Regeneracion de la aleta caudal tras la amputacion en embriones de pez cebra
observada con un estereomicroscopio.

Posteriormente, se midi6 la longitud de lo que habia regenerado el tejido en pixeles.
Después se hizo la conversion a unidades del Sistema Internacional. Concretamente se

presentaron las longitudes en micrémetros (um).

Para el siguiente paso, se agruparon los datos de longitud de cada genotipo en diferentes
tablas. Para evitar una interpretacion errénea de los resultados, se descartaron aquellos
embriones en los que el musculo pudiera afectar a la regeneracion de los resultados. Se
realiz6 el promedio longitudes de regeneracion de cada uno de los grupos. En la Tabla 4 se
muestra la regeneracion media en micrometros y el porcentaje correspondiente de cada

grupo de individuos.
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Tabla 4. Datos para construir el grafico de barras de la regeneracion de cola asociada a cada
genotipo

Genotipo Regeneracion (Lm) Regeneracion (%)

Hom 123,040 56,963

Het 158,677 73,289

160,323 75,143

Ademas, para asegurarse de que existen diferencias entre los diferentes grupos se realiz6 un
analisis estadistico mediante un ANOVA de Welch, debido a que las varianzas fueron
desiguales. El andlisis mostr6 que existian diferencias significativas en la longitud

regenerada de la aleta caudal entre los tres genotipos (F (2;38,6) =4,53; p=0,017).

A continuacion, para determinar qué grupos difieren entre si y con qué valor de significacion
lo hacen, se realiz6 un test post-hoc Games-Howell. Se decidié un valor de significacion de

0,05. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Comparacion entre los diferentes genotipos con el p valor correspondiente.

*
*
31

Hom vs WT 0,015

Hom vs Het 0,022

Het vs WT 0,839
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Finalmente, se realizé un grafico de barras donde se represento en el eje de abscisas los
genotipos de cada uno de los grupos de embriones, y en el eje de ordenadas la regeneracion

media asociada a cada uno de ellos.

El grafico de barras se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Grdfico de barras de la regeneracion de la aleta caudal del cada genotipo.

Para poder observar la dispersion de todos los datos de cada uno de los grupos se realizé un
diagrama de dispersion representando cada uno de los datos individuales de longitud de

aleta caudal regenerada. Este se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Diagrama de puntos de todos los datos de regeneracion de cada uno de los
genotipos

Segun lo que se observa en la Figura 10, existen diferencias en la regeneracion de la aleta

caudal entre los distintos grupos de embriones de pez cebra.

Por un lado, se puede observar que los embriones homocigotos para la mutacion en rf#/
presentan un porcentaje de regeneracion menor que el resto de los genotipos. El porcentaje
medio de regeneracion en este caso es de 56,96 %. Ademas, en la Figura 11 se muestras

que son algunos individuos homocigotos presentan una regeneracion nula.

No obstante, entre los individuos heterocigotos para la mutacion y los de tipo salvaje la
diferencia de regeneracion de la aleta caudal. Menos de 2%. El grupo de los embriones
heterocigotos es muy heterogéneo ya que, hay algunos embriones que presentan
regeneracion incompleta. Mientras que, otros individuos regeneran el tejido en un 80%. En
el caso de los individuos de tipo salvaje, no a todos los embriones se cortd por completo la
aleta caudal y como consecuencia, el porcentaje de regeneracion es menor. Sin embargo,

en ambos grupos es muy similar.
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Ademas, segun los p valores obtenidos se observa que existen diferencias significativas en
la regeneracion de aleta caudal entre los homocigotos y el resto de los grupos de individuos.
Sin embargo, no pasa lo mismo entre los embriones de genotipo heterocigoto para la

mutacién y los de tipo salvaje.

Adicionalmente, se calcul6 el porcentaje de individuos que regeneraban completamente la
aleta caudal en cada uno de los genotipos. El total de individuos se calculdé descartando

aquellos que al realizar el corte fue dafiado el musculo o la vena caudal.

En la Tabla 6 se muestra el porcentaje de individuos que presentan una regeneracion

completa de cada genotipo.

Tabla 6. Datos para construir el grdfico de barras del porcentaje de individuos que regeneran por
completo la aleta caudal de cada genotipo.

Individuos regeneracion completa (%)
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Figura 14. Grdfico de barras del porcentaje de embriones con regeneracion completa en cada
genotipo.

En la grafica se evidencia como existe diversidad entre los 3 genotipos en cuanto al numero

de embriones capaces de regenerar la aleta caudal de forma completa.

Para empezar, el grupo de embriones con genotipo homocigoto cuenta con un menor numero
de individuos que regeneren de manera normal la aleta caudal en comparacion con los
genotipos restantes. El 35% de los embriones de este grupo presentan una regeneracion

incompleta o inexistente.

Por otra parte, los valores de los porcentajes son muy similares. Aunque presentan ligeras
diferencias. La totalidad de los individuos de tipo salvaje regeneran completamente el tejido.
Sin embargo, el 94% de los embriones de genotipo heterocigoto los capaces de completar
la regeneracion. A diferencia de los homocigotos, en este grupo de individuos solo hay

individuos con regeneracion incompleta, pero ninguno que no regenere nada del tejido.
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5. Discusion

En este estudio se probo el efecto de la mutacion del gen 72/ en el modelo animal pez cebra.
Concretamente se estudio la tasa de supervivencia durante los 15 primeros dias de desarrollo
de los embriones de pez cebra. También se determiné la repercusion de los defectos en el

gen rftl sobre la regeneracion de la aleta caudal.

5.1. Analisis de la tasa de supervivencia asociada a cada genotipo

La representacion de las diferentes curvas de Kaplan-Meier evidencian que la mutacion el
gen que codifica para la escramblasa de la ruta de N-glicosilacion Rftl, impide que los

embriones de pez cebra lleguen a la edad adulta.

La tasa de supervivencia de los individuos homocigotos desciende a partir de los 6 dpf hasta
llegar a una mortalidad de la totalidad de los embriones a partir de los 10 dpf. Durante este
periodo del desarrollo, el pez cebra triplica su longitud y experimenta multiples cambios en
la transformacion de las aletas, el patron de pigmentacion y la morfologia general
encaminandose a la configuracion juvenil. Comienza a emerger los radios de la aleta caudal
en las regiones ventral y dorsal de la aleta, la aleta anal se vuelve redondeada y la aleta

dorsal pasa de ser un pliegue, a formar los radios de la aleta y adquirir una forma redondeada

(33).

Se observaron tasas de supervivencia bajas en cuanto a los embriones de tipo salvaje. Esto
puede deberse a que no consiguen alcanzara determinados hitos. Por ejemplo, a los 10 dpf
comienza la respiracion branquial en lugar de la cutanea. Se demostr6 que la supervivencia
del pez cebra a la hipoxia severa disminuye a medida que avanza el desarrollo de 5 a 10
dpf, especialmente a los 10 dpf, justo cuando se produce la transicion del tipo de respiracion
(34). Ademas, en larvas de pez cebra la hipoxia aguda severa limita el desarrollo cerebral

de estas lo que puede tener consecuencias en su supervivencia (35).

En el caso de los individuos con genotipo heterocigoto, se puede observar como el descenso
de la tasa de supervivencia no es tan pronunciado como el de los individuos homocigotos y
en ningiin momento se alcanza una tasa de supervivencia nula. Ambos genotipos presentan

mortalidades mayores que los embriones de tipo salvaje. Todo esto evidencia, que el gen
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rftl es esencial para el correcto desarrollo del pez cebra. Y que la pérdida de su actividad

causa el 100% de muerte en estados mas avanzados del desarrollo.

Estos mismos resultados se observaron en otros modelos. En 2018, se observo que una la
deficiencia en el gen pmm2, que codifica para la enzima fosfomutasa 2 (Pmmz2), es clave
para el desarrollo del pez cebra. El estudio de supervivencia realizado se llevo a cabo con
el método de Kaplan-Meier. Los resultados que se obtuvieron respaldan los obtenidos en el
estudio presentado en este trabajo. La curva de los individuos homocigotos para pmm?2
presenta una pendiente pronunciada a partir de los 6-7 dpf y alcanza el 100% de la
mortalidad a los 12 dpf, poco mas tarde que los individuos homocigotos para rf¢/. Al igual
que pasaba con los embriones que se utilizaron para estudiar la mutacién en rft/ en el
presente trabajo, los individuos heterocigotos y de tipo salvaje presentaban experiencias de
supervivencia similares; con tasas de supervivencia menores en los embriones
heterocigotos. Ambos grupos también permanecen viables durante las 2 semanas que dura

el estudio (36).

Asimismo, se realizaron ensayos con morfolinos de pez cebra para determinar la
supervivencia en casos de deficiencia del gen mpi, que codifica para la enzima fosfomanosa
isomerasa (Mpi). En este caso, al igual que los homocigotos para el gen rft/, la pérdida total
de la funcion de la proteina Mpi provoca tasas de mortalidad bajas en los primeros dias del
desarrollo pero que aumentan de forma brusca a medida que este avanza (37). También se
realizaron investigaciones acerca del efecto de la pérdida de funcion del complejo dolicol-
fosfato manosa sintasa (Dpms) en el desarrollo embrionario del pez cebra. Se observé que
la pérdida de funcién del gen dpm i, que codifica para una subunidad del complejo, causa
disminucioén en la tasa de supervivencia y la muerte de los embriones de pez cebra en las

primeras 2 semanas de desarrollo, al igual que se mostr6 con la mutacion de rft/ (38).

Se puede concluir que la funcion de las distintas proteinas implicadas en la glicosilacion de
las proteinas es clave para el desarrollo del pez cebra. Entre todos ellos, en este estudio se
observaron los efectos de la mutacion de la escramblasa Rftl, evidenciando que es vital

para la supervivencia de este modelo.

Lo observado durante este experimento se correlaciona con la experiencia de pacientes que

sufren este tipo de trastornos. En una investigacion donde se analiz6 la mortalidad de 37
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pacientes afectados, se observd que los CDG complican que estes lleguen a la edad adulta.
Siendo dos tercios de los pacientes los que fallecian en los tres primeros afios de vida. Esto
pone de manifiesto la gravedad de este grupo de enfermedades. Con todo, existe mucha

variabilidad entre los distintos tipos de CDG (39).

En 2021, otro estudio se empled el método de Kaplan-Meier para evaluar la supervivencia
de pacientes con un tipo concreto de CDG. Se pudo observar, que de igual manera que
acontecia con los peces cebra, se daba una alta mortalidad en edades tempranas del
desarrollo. En este caso estaban asociadas a la insuficiencia respiratoria. Este sintoma se

debia a otras complicaciones como el retraso motor o la debilidad muscular (40).

Todos estes descubrimientos resaltan la importancia de la investigacion en enfermedades
raras, como la descrita en el presente trabajo. Asi como, el rol crucial que desempeiia el pez

cebra como organismo modelo en enfermedades humanas.

5.2. Analisis de la regeneracion de aleta caudal

Una gran parte de los tejidos de mamiferos poseen la capacidad de regeneracion y
reparacion. La glicosilacion tiene un rol importante en estes procesos. Investigaciones
recientes apuntas que la glicosilacion es clave para el desarrollo bioldgico, la reparacion

tisular y la regeneracion.

Diversos organismos multicelulares han desarrollado multiples estrategias para responder a
lesiones, como la amputacion. Entre ellos se encuentra el pez cebra. En este estudio se
evaluo6 la regeneracion de la aleta caudal en embriones de 2 dpf tras la amputacion de esta.
Esta regeneracion se conoce como regeneracion epimorfica que consiste en la formacion de
una masa con alta proliferaciéon de células no diferenciadas que recibe el nombre de
blastema (25). En la etapa temprana de la regeneracion, que corresponde a la cicatrizacion
de la herida y al inicio de la formacion del brote, tienen lugar procesos vitales como la
activacion del sistema inmunoldgico, transduccion de diversas sefiales, entre otros. Es
durante estos procesos cuando la glicosilacion de proteinas desempefla un papel

fundamental en la regeneracion del tejido (41).
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Como se observo en el experimento realizado, existen diferencias en la regeneracion de la
aleta caudal de pez cebra cuando alguna proteina implicada en el proceso de glicosilacion
se encuentra comprometida. Como consecuencia de que aquellos en los que lesiones en el
musculo han sido descartados para el célculo de estos porcentajes, se puede concluir que
los defectos en la regeneracion de la aleta caudal observada en estos embriones durante el

experimento son debidos solamente a los efectos de la mutacion en el gen rfz1.

Lo que se evidencié en embriones de genotipo homocigoto en el estudio realizado es un
inicio de cicatrizacion del tejido que no forma la masa proliferativa. Ademas, los analisis
estadisticos confirmar con un alto nivel de significacion que existen diferencias en la

regeneracion del tejido de los individuos homocigotos y los de tipo salvaje.

Por todo esto, y teniendo en cuenta que aquellos individuos cuya regeneracion se pudo ver
comprometida por las lesiones en el musculo fueron descartados, se puede concluir que la
mutacion en rf#] parece estar relacionada con la regeneracion en pez cebra, seria necesario

profundizar mas en la investigacion para descubrir la causa subyacente de este fenotipo.

Sin embargo, la N-glicosilacion no es la Unica que participa en este proceso de la
regeneracion de la aleta caudal como se ha demostrado en el presente trabajo. En un estudio
se determino que la O-glicosilacion era necesaria durante la regeneracion de la aleta caudal
del pez cebra. Para ello se emplearon inhibidores de la ruta de glicosilacion. Durante este
estudio se determind que la O-glicosil-N-acetilacion (O-GIcNAc) aumenta durante el
proceso de regeneracion y por tanto, se concluye que esta implicada en la regeneracion de
la aleta. También se pudo demostrar que la O-GlcNAc forma parte de la regulacion de las
respuestas inflamatorias que tienen lugar durante la etapa de cicatrizacién y que influye en
la sefializacion en la respuesta de los macrofagos durante el proceso de regeneracion. Por
ultimo, se determind que durante el proceso de regeneracion se producen cambios en el

patron de glicosilacion (42).

La glicosilacion no solo participa en la regeneracion de los apéndices, sino que también
participa en la regeneracion de organos como el corazon. La remodelacion de la
glicosilaciéon de membrana desempefia un papel critico en la regeneracion del corazon del
pez cebra. En el caso particular de la regeneracion cardiaca la sialilacion, es decir la adicion

de acido sidlico. Existe una regulacion diferencial de la sialilacion y las estructuras
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glicosiladas. Mientras que, las estructuras O-glicosiladas sialiladas disminuyen durante la
regeneracion cardiaca, las estructuras N-glicosiladas sialiladas aumentan. Todo esto sugiere
que la glicosilacion es crucial en las diferentes fases de la regeneracion del corazén del pez

cebra, asi como pasaba con la aleta caudal (43).

Estas alteraciones en la regeneracion observadas en el pez cebra se pueden relacionar con

diferentes anomalias observadas en pacientes con CDG.

Por un lado, a menudo presentan anomalias en la coagulacion y por consiguiente da lugar a
complicacion tromboticas y hemorragicas. Se determino que esto es debido al desequilibrio
entre factores procoagulantes y anticoagulantes. En los seres humanos todos estes factores
de coagulacion estan glicosilados, lo que explica que la hipoglicosilacion cause
complicaciones en la coagulaciéon de heridas. Sobre todo, se han reportados niveles
disminuidos de antitrombina en varios CDG. Todo esto conforma el papel esencial de la

glicosilacion en la hemostasia y la coagulacion (44-47).

Por otra parte, las manifestaciones cutdneas también forman parte del amplio espectro
clinico de los CDG. Los pacientes con CDG I padecen de pezones invertidos o de acimulos
de grasa, presentes principalmente en lactantes o niflos pequeios. Asimismo, algtn tipo de

CDG lleva asociado la aparicion de ictiosis entre otros (48).

De igual manera, en 2013 se describié un nuevo CDG donde el fenotipo estaba restringido
unicamente a la piel. Se definié al POFUT1-CDG como el primer trastorno de glicosilacién
especifico de la piel. El gen POFUTI codifica la proteina O-fucosiltransferasa que transfiere
residuos de fucosa, un monosacdrido. El cuadro clinico presentd alteraciones en la

pigmentacion (48).

Se ha observado que una gran parte de los CDG en los humanos se manifiestan con
trastornos del desarrollo. Y es que la N-glicosilacion regula procesos como la miogénesis.
El analisis de células musculares humanas sanas e inmortalizadas con distrofia reveld
cambios en la unidn de lectinas a moléculas como las integrinas. Esto sugiere que existen
alteraciones en la glicosilacion. Se identificaron cambios en la abundancia de diversas

enzimas implicadas en el proceso de glicosilacion, asi como la galactosiltransferasa (5).
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6. Conclusiones

- El andlisis de la supervivencia demuestra que mutaciones en el gen rft/ tiene
repercusion sobre la tasa de supervivencia durante el desarrollo del pez cebra.
Concretamente, la mutacion de ambos alelos causa la muerte de la totalidad de los

embriones a los 10 dpf.

- Lamutacién en el gen rft/ provoca alteraciones en la regeneracion de la aleta caudal
en embriones de pez cebra. Se determind que, esta mutacion provocaba que algunos
de los embriones contaran con una regeneracion nula y que aquello que conseguian
regenerar parte del tejido, regeneraban una menor cantidad en comparacion con los

otros genotipos.
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