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0. Resumen

El término Trastornos del Espectro Alcohdlico Fetal (FASD), se refiere al conjunto
de efectos perjudiciales resultantes de la exposicion embrionaria al etanol. En
esta revision recapitulo informacion sobre coémo los modelos animales,
especificamente el pez cebra (Danio rerio), han facilitado nuestra comprension
del FASD vy, en concreto, del Sindrome Alcohdlico Fetal (FAS), el nivel de
afectacion mas grave producido por la teratégenesis del alcohol, incluido en el
término FASD, mediante revision bibliografica.

Primero proporciono una breve introduccién acerca de la biologia del pez cebra
y su importancia como organismo modelo. Posteriormente proporciono una
introduccién al FASD y a la importancia de comprender los mecanismos
teratogenos del alcohol dada su elevada incidencia en la poblacion.

Para finalizar, evalué la capacidad del pez cebra como organismo modelo para
el FASD y FAS. Detallando como se ha utilizado el pez cebra para modelar
algunos de los principales defectos presentes en FAS y proporcionando
informacion sobre como la investigacion en el pez cebra nos ha ayudado a
comprender los mecanismos teratégenos del alcohol y como nos puede ayudar
a caracterizar las interacciones gen-etanol que pueden ser la base del FASD.
Palabras clave: Alcohol, gen, organismo modelo, pez cebra, Sindrome
Alcohdlico Fetal, teratogénesis, Trastornos del Espectro Alcohdlico Fetal
(FASD).

0. Resumo

O termo Trastornos do Espectro Alcohdlico Fetal (FASD) refirese ao conxunto
de efectos nocivos resultantes da exposicidn embrionaria ao etanol. Nesta
revision recupero informacién sobre como os modelos animais, especialmente o
peixe cebra (Danio rerio), facilitaron a comprension do FASD e, especificamente,
a do Sindrome Alcohdlico Fetal (FAS), o nivel mais grave de afectacion causado
pola teratoxénese alcohdlica, incluido no termo FASD, mediante revision
bibliografica.

Primeiro ofrezo unha breve introducion a bioloxia do peixe cebra e a sua

importancia como organismo modelo. Posteriormente proporciono unha



introducion ao FASD e a importancia de comprender 0s mecanismos
teratoxénicos do alcol dada a sua alta incidencia na poboacion.

Finalmente, avaliei a capacidade do peixe cebra como organismo modelo para
o FASD e FAS. Detallando como se usou o peixe cebra para modelar alguns dos
maiores defectos presentes no FAS e proporcionando informacién sobre como
a investigacion sobre o peixe cebra nos axudou a comprender os mecanismos
teratoxénicos do alcol.

Palabras chave: Alcol, xen, organismo modelo, peixe cebra, Sindrome Alcélico
Fetal, teratoxénesis, Trastornos do Espectro Alcolico Fetal (FASD).

0. Summary

The term Fetal Alcohol Spectrum Disorders (FASD) refers to the entire suite of
deleterious outcomes resulting from embryonic exposure to ethanol. In this
review | recap information on how animal models, specifically zebrafish (Danio
rerio), have informed our understanding of FASD and specifically Fetal Alcohol
Syndrome (FAS), the most serious level of involvement caused by alcohol
teratogenesis, included in the term FASD, through bibliographic review.

| first provide a brief introduction to the biology of the zebrafish and its importance
as a model organism. Later | provide an introduction to FASD and the importance
of understanding the teratogenic mechanisms of alcohol given its high incidence
in the population.

Finally, evaluating the capacity of the zebrafish as a model organism for the
FASD and FAS. Detailing how zebrafish has been used to model some of the
major defects present in FAS and providing information on how research on
zebrafish has helped us understand the teratogenic mechanisms of alcohol and
how it can help us characterize the gene-ethanol interactions that can be the
basis of FASD.

Keywords: alcohol, ethanol, model organism, zebrafish, Fetal Alcohol
Syndrome, teratogenesis, Fetal Alcohol Spectrum Disorders (FASD).



1. Introduccion

El pez cebra o zebrafish, de nombre cientifico Danio rerio (Hamilton, 1822), es
un pez teledsteo de agua dulce perteneciente a la Familia Cyprinidae, Orden
Cypriniformes, Clase Actinopterygii, Superclase Osteichtyes (Tabla 1) (NCBI
Taxonomy Browser: NCBI:txid7955).

Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Acnitopterygii
Orden Cypriniformes
Familia Cyprinidae
Género Danio
Especie Danio rerio

Tabla 1. Taxonomia de Danio rerio. Informaciéon obtenida de NCBI. Taxonomy Browser:
NCBI:txid7955.
Segun The IUCN Red List of Threatened Species (Vishwanath, 2010), Danio

rerio se incluye en la categoria de preocupacion menor (LC), pero la tendencia
de la poblacion es decreciente debido a la pesca y utilizacion de sus recursos
acuaticos. Esta lista es un inventario sobre el estado de conservacion de las
especies vegetales, animales y hongos, que permite clasificar a las especies en
8 categorias de amenaza; la categoria preocupacion menor de la lista incluye a
todos los taxones abundantes y de amplia distribucidn, que no se encuentran

bajo amenaza de desaparecer en un futuro proximo (https://www.iucnredlist.org).

El pez cebra, es un pequefo pez tropical, cuyo tamafo oscila entre 3-5 cm de
largo. Morfologicamente tiene aspecto fusiforme con boca supera, ojos centrales
y dos pares de barbillas (Vishwanath, 2010; Spence et al., 2008). Debe su
nombre, zebrafish, a la presencia de 5 franjas laterales de coloracion oscura que
se extienden desde el opérculo hasta la aleta caudal y que recuerdan a las rayas
de una cebra. Los machos y hembras de esta especie presentan diferencias

morfolégicas externas visibles (Figura 1) (Crowder et al., 2017).



Figura 1. Diferencias morfologicas externas visibles entre individuos macho y hembra del
pez cebra (Danio rerio). (A) Los peces de tipo salvaje macho tienen una forma delgada del
cuerpo, (A") carecen de una papila genital extendida y (A"") tienen una aleta anal dorada. (C) Las
hembras de tipo salvaje tienen forma de cuerpo redondeada con un abdomen prominente, (C")
papila genital extendida (flechas) y (C"") una aleta anal plateada. Imagen tomada de Crowder et
al., 2017.

1.1. Distribuciéon geografica de Danio rerio

Como se observa en la Figura 2, el pez cebra es una especie originaria del
sureste asiatico y su rango de distribucion natural incluye las cuencas del rio
Ganges y Brahmaputra y las aguas dulces tropicales de las regiones monzénicas
de la India, Bangladesh, Nepal, Butan y el norte de Myanmar.
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Figura 2. Distribucion natural del pez cebra. Principales sistemas fluviales indicados. Los

puntos negros indican donde se ha registrado su presencia. Imagen tomada de Spence et al.,
2008.



1.2. Habitat y dieta de Danio rerio

En la naturaleza, los individuos adultos habitan en aguas estancadas o con
movimiento lento, a menudo adyacentes a cultivos de arroz. Esta asociacion con
el cultivo de arroz parece estar relacionada con el uso de fertilizantes que pueden
promover el crecimiento del zooplancton, un componente importante de la dieta
del pez cebra (Spence et al., 2008). El pez cebra es omnivoro, su dieta consiste
principalmente en zooplancton e insectos. Aunque el analisis de su contenido
intestinal muestra también la presencia de fitoplancton, algas filamentosas,
material vegetal vascular, esporas, huevos de invertebrados, escamas de peces,
aracnidos y detritos (Dutta, 1993; McClure et al., 2006; Spence et al., 2007).

1.3. Desarrollo y reproduccion de Danio rerio

El pez cebra es una especie ovipara con fecundacion externa que muestra un
patron de apareamiento comun a muchos peces ciprinidos, siendo reproductores
grupales y dispersores de huevos (Breder y Rosen, 1966).

En su habitat natural, la temporada de desove es estacional comenzando con el
monzon; sin embargo, en condiciones de laboratorio, los huevos se producen
durante todo el aino. En ambos casos, la ovulacién depende de la exposicidon
femenina a las feromonas gonadales masculinas y la presencia de un macho es
esencial para que las hembras desoven (Talling y Lemoalle, 1998).

En la Figura 3 se muestran las principales etapas del desarrollo del pez cebra
que, segun Kimmel et al. (1995), son las siguientes: Cigoto (0 horas), Periodo
clivaje (0.7 — 2.2 horas), Periodo blastula (2.15 - 5.15 horas), Periodo gastrula
(5.15-10 horas), Segmentacion (10 — 24 horas), Periodo faringeo (24 — 48/72
horas), Periodo de eclosién (72 horas aproximadamente) y Larva temprana.

Figura 3. Principales etapas del desarrollo del
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pez cebra. Imagen realizada con BioRender.



El desarrollo del pez cebra, ocurre de forma muy rapida, durando
aproximadamente entre 2 y 4 dias. Entre 48 y 72 horas después de la
fecundacion (hpf), el desarrollo de la mayoria de los 6rganos esta completo,
excepto los organos del tracto gastrointestinal. A las 76 hpf, el higado, el
pancreas Yy el intestino estdn completamente desarrollados, y a las 96 hpf, el
tracto gastrointestinal esta completamente desarrollado (Cassar et al., 2020).

Los juveniles del pez cebra presentan la mayoria de las caracteristicas de los
adultos; sin embargo, se consideran adultos a partir de los 3 meses, cuando ya

han alcanzado la madurez sexual (Figura 4).
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Figura 4. Representacion del pez cebra. En la fase larval (A) de 3 a 5 dias después de la
fertilizacion y representacion del pez cebra adulto (B) tres meses después de la fertilizacion.

Imagen tomada de Santoriello y Zon, 2012.

1.4. Danio rerio como organismo modelo

Los organismos modelo mas comunes son pequefios mamiferos (ratas y
ratones) que, aunque presentan ventajas significativas, son caros de mantener,
dificiles de manipular embrionariamente y limitados para estudios genéticos a
gran escala. En los afos treinta, Jane Oppenheimer (1936) propuso el pez cebra
como un organismo muy adecuado para la embriologia experimental.
Posteriormente, a principios de los afos ochenta, George Streisinger y sus
colaboradores comenzaron a usar esta especie como organismo modelo para el

estudio genético y del desarrollo de los vertebrados.



Existen muchas razones por las cuales el pez cebra se ha convertido en un
importante organismo animal y una alternativa a los mamiferos para estudios de
toxicologia, genética, biologia celular y embriologia (Cassar et al., 2020), asi
como para el estudio de enfermedades humanas y el descubrimiento de nuevas
terapias (Santoriello y Zon, 2012). El pez cebra es facil y econémico de criar y
mantener, lo que hace posible la manipulacién de varios peces a la vez en un
laboratorio a un coste razonable (Santoriello y Zon, 2012). Presenta la biologia
conservada de los vertebrados, un corto tiempo de generacion (3 meses),
desarrollo rapido (2-4 dias), alta fecundidad (200 y 300 huevos/semana) y
embriones transparentes que se desarrollan fuera del cuerpo (Spence et al.,
2008; Cassar et al., 2020). Aunque existen diferencias anatomicas y fisiologicas
importantes, la mayoria de los 6rganos del pez cebra realizan las mismas
funciones que sus contrapartes humanas y exhiben una fisiologia bien
conservada (Zon y Peterson, 2005). Ademas, se ha secuenciado el genoma del
pez cebra y se ha observado que el 70% de los genes humanos presentan un
homologo en el pez cebra, mientras que en el caso de genes humanos asociados
a enfermedades la homologia alcanza el 82% (Santoriello y Zon, 2012).

1.5. EIl Sindrome Alcohodlico Fetal

El alcohol es un teratégeno, un agente ambiental que afecta al desarrollo normal
de un embrion. Numerosos estudios han demostrado que el alcohol se difunde
a través de la placenta y se distribuye rapidamente en el compartimento fetal,
donde produce un efecto prolongado en el feto debido a su acumulacién
amnidtica, a concentraciones reducidas de enzimas metabdlicas fetales y a su
reducida excrecion (Gupta et al., 2016).

El consumo de alcohol durante el embarazo desencadena anormalidades en el
desarrollo prenatal variables segun la dosis de alcohol consumida durante la
gestacion, la genética, el metabolismo materno y la fase prenatal expuesta al
alcohol. Los efectos del alcohol pueden afectar al desarrollo prenatal normal, en
casi cualquier punto de la gestacion (Bilotta et al., 2004).

El término Trastornos del Espectro Alcohdlico Fetal (FASD), se utiliza para
describir el rango de efectos producidos por la exposicion al alcohol durante el
desarrollo prenatal. Estos efectos pueden incluir:



- Retraso del crecimiento intrauterino y extrauterino.

- Dismorfologia facial caracteristica.

- Disfuncién del sistema nervioso central.

- Discapacidades (deficiencias) neuroconductuales.
Las personas que presentan todos estos efectos son las mas gravemente
afectadas por la teratogenicidad del alcohol, el Sindrome Alcohdlico Fetal (FAS).
(Joya et al., 2014).
Los efectos del alcohol pueden ser variables por lo que bajo el termino FASD,
ademas del FAS se incluyen: el Sindrome Alcohdlico Parcial (PFAS), el
Trastorno del Neurodesarrollo Relacionado con el Alcohol (ARND) y el Dafo
Cerebral Relacionado con el Alcohol (ARBD). Cada categoria se distingue por la
presencia o ausencia de los cuatro efectos mencionados anteriormente (Denny,
et al., 2017).
La restriccion del crecimiento intrauterino se puede determinar a partir de los
datos de referencia publicados por Oken et al. (2003) por edad gestacional.
Definimos la deficiencia de crecimiento como el décimo percentil, 0 menos,
utilizando medidas de altura y peso de crecimiento estandar (Denny, et al., 2017;
Oken, et al., 2003). La restriccidn del crecimiento intrauterino se produce por una
reduccion de la proliferacion celular en el feto y un desarrollo inadecuado de la
placenta provocado por la exposicion al alcohol. Esto ultimo impide el correcto
intercambio de nutrientes entre la madre y el embridn, lo que se traduce en
desnutricion intrauterina (Carter et al., 2007). Las deficiencias en el crecimiento
pueden ser simétricas o asimétricas dependiendo del momento gestacional
expuesto al alcohol. Si el alcohol afecta a la proliferacion celular en el primer y
segundo trimestre, o de manera constante durante todo el embarazo, las
deficiencias de crecimiento seran simétricas y se observaran en todo el feto en
desarrollo. Sin embargo, si el alcohol afecta a la proliferacidén celular durante el
tercer trimestre, las deficiencias de crecimiento seran asimétricas, y se observara
un tamano en la cabeza normal, pero una cavidad abdominal mas pequefia de
lo normal. Esta restriccion de crecimiento asimétrico se produce porque en el
tercer trimestre el feto puedo redistribuir los recursos cardiacos a érganos como
cerebro y corazon, a expensas de otros procesos menos vitales como la
digestion (O'Neil, 2011).



Estas deficiencias de crecimiento persisten después del nacimiento, la anemia
causada por déficit de hierro materno y fetal puede ser un factor potencial que
contribuye al bajo peso en el momento del nacimiento y a los retrasos sostenidos
en el crecimiento infantil (Carter et al., 2007).

La dismorfologia facial caracteristica del FAS incluye, un patrén caracteristico de
anomalias faciales, fisuras palpebrales cortas, labio superior delgado vy filtrum
liso. También pueden incluir cara media plana, ptosis de los parpados, pliegues
epicantales, puente nasal plano y orejas subdesarrolladas. La presencia de una
frente pequena asociada a la microcefalia es comun (Figura 6).
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Figura 6. Dismorfologia facial caracteristica de FAS. Imagen tomada de Wattendorf y
Muenke,2005.

La disfuncion del sistema nervioso central debe incluir un crecimiento cerebral
deficiente y estructura o neurofisiologia anormales. Asi, la resonancia magnética
ha identificado anomalias cerebrales estructurales en nifios con FAS (p. €j.,
asimetria del lobulo temporal, cambio de tamafo o forma del cuerpo calloso,
cerebelo o ganglios basales), y puede usarse en la evaluacion de sospecha de
FAS.

Las discapacidades neuroconductuales en FAS incluyen una capacidad
intelectual y cognicion global deficiente, ademas de alteraciones del
comportamiento y de las habilidades adaptativas. Aunque no estan incluidos en
los criterios de diagnostico para FAS, también se han descrito multiples
anomalias congénitas asociadas con la exposicion prenatal al alcohol, a menudo
presentes en el FAS (Denny et al., 2017) (Tabla 2).



Sistema
Auditivo

Cardiaco

Gastrointestinal

Musculo

esquelético

Neurolégico

Oftalmolégico
Orofacial
Psiquiatrico /

neuroconductal

Renal

Condicién
Otitis media serosa cronica, hipoacusia conductiva y/o neurosensorial.

Grandes vasos aberrantes, defectos del tabique auricular, defectos del tabique

ventricular.
Neuropatia entérica.

Camptodactilia, clinodactilia, ufias hipoplastics, sinostosis radioulnar,

escoliosis, malformaciones espinales.

Microcefalia, trastorno convulsivo, anormalidades de la médula espinal.

Anormalidades estructurales del cerebro.
Ptosis, malformacion retiniana, estrabismo, discapacidad visual.
Labio leporino, paladar hendido.

Trastorno por déficit de atencion, hiperactividad, trastorno de conducta,
discapacidad intelectual, trastornos del lenguaje, problemas de aprendizaje,

trastornos del estado de 4nimo, trastornos por consumo de sustancias.

Rifiones aplasticos / displasticos / hipoplasticos, rifion en herradura,

hidronefrosis, duplicaciones uretales.
Tabla 2. Condiciones cominmente asociadas con FAS. Informacién obtenida de Denny et
al., 2017.

1.6. Antecedentes del Sindrome Alcoholico Fetal

El cuadro completo del Sindrome Alcohdlico fetal, con todas las caracteristicas
clinicas, fue descrito por primera vez en 1957, en la tesis doctoral de la pediatra
francesa Jacqueline Rouquette. Posteriormente, tres articulos publicados en la
revista meédica britanica The Lancet (Jones et al., 1973, 1974; Jones y Smith,
1973) sentaron las bases para el reconocimiento y diagndstico del Sindrome
Alcohdlico Fetal.

En el primer articulo titulado, "Patron de malformacion en la descendencia de
madres alcohdlicas crénicas", Jones et al. (1973) sefalaron las anomalias
compartidas entre nifios, cuyas madres habian consumido alcohol durante la
gestacion. Los autores concluyeron sus observaciones alegando que "los datos
son suficientes para establecer que el alcoholismo materno puede causar un
desarrollo fetal aberrante”. El término "Sindrome Alcohdlico Fetal " se introdujo
por primera vez en el segundo articulo (Jones y Smith, 1973) y en el tercer
articulo, los autores proporcionaron mas evidencias de la teratogenicidad del
alcohol. Seguidamente en la comunidad médica, se reconocio que los resultados

fisicos y neuroconductuales de la exposicidn prenatal al alcohol eran variables,
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desde el Sindrome Alcohdlico Fetal, hasta algunas anomalias menores. Dada
esta situacion, en 1978, Clarren y Smith introdujeron el término “Sospecha de
Efectos del Sindrome Alcohdlico Fetal” (FAE) para indicar la expresion parcial
del sindrome. Posteriormente en 1996, un comité designado por el Instituto de
Medicina (OIM) recomendd adoptar un nuevo término para englobar todas las
alteraciones relacionadas al consumo gestacional de etanol, en un grupo de
trastornos a los que denominan Trastornos del Espectro Alcohdlico Fetal
(FASD). Estos FASD engloban, por un lado, los casos de FAS vy, por el otro, a lo
que primeramente se denomind “Sospecha de Efectos del Sindrome Alcohdlico
Fetal” (FAE) y que hoy se desglosa en FAS parcial, Dafio Cerebral Relacionado
con el Alcohol (ARBD) y Trastorno del Neurodesarrollo Relacionado con el
Alcohol (ARND).

1.7. Enfoque social del Sindrome Alcohdlico Fetal

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que una de cada
67 embarazadas que consumen alcohol dan a luz a un nifio con FAS, lo que se
traduce en unos 119 000 niflos que nacen cada afio con FAS en todo el mundo.
Un analisis reciente sugiere que la prevalencia mundial de FAS esta entre 0,09%
y 0,023% vy la prevalencia de FASD es sorprendentemente mayor (Popova et al.,
2017). Segun estas cifras, se constata que el consumo del alcohol durante el
embarazo es comun en muchos paises y que FAS es un defecto congénito
relativamente prevalente que puede ser superior a algunos defectos congénitos
comunes y mas conocidos como el sindrome de Down y la trisomia 18. Ademas,
incluso en el sector de la salud, los FASD son una afeccion relativamente nueva
y el FAS es comunmente omitido o diagnosticado erroneamente, y aunque la
evidencia cientifica de los efectos teratogénicos del alcohol se publico por
primera vez hace 63 afos, y la conciencia sobre sus efectos perjudiciales ha
aumentado desde entonces, se ha logrado poco para prevenir efectivamente los
dafios del consumo de alcohol durante el embarazo. En conclusion, las cifras
son preocupantes dado que el alcohol es el teratdbgeno mas comun y el FASD
es la causa mas comun de discapacidad intelectual no hereditaria, por lo que el
consumo de alcohol durante el embarazo deberia reconocerse como un

problema grave de salud publica y se deberian invertir mas esfuerzos en
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promover estrategias de prevencion mas eficaces centradas especificamente en

el consumo del alcohol antes y durante el embarazo.

1.8 Danio rerio como organismo modelo para el estudio del Sindrome
Alcohdlico Fetal

Los estudios que utilizan humanos para investigar los efectos del alcohol como
teratdgeno tienen una serie de limitaciones, incluida la falta de control en la dosis,
la duracion de la exposicion y las medidas de respuesta. Debido a la falta de
control en estudios con participantes humanos, los cientificos han investigado
los efectos de la exposicion prenatal al alcohol utilizando modelos animales
(Bilotta et al., 2004).
Se han utilizado una variedad de modelos animales (gusanos, moscas de la
fruta, ratones, pollos, cerdos, ovejas, primates no humanos) para estudiar los
efectos teratogenos del alcohol (Fernandes et al., 2018). En esta revisiébn nos
centraremos en la contribucion del pez cebra como organismo modelo animal
para la investigacion del FASD y en concreto del FAS.
Como se indica en el apartado 1.4., el pez cebra, se ha convertido en un
importante modelo animal por numerosas razones y presenta una serie de
ventajas sobre otros modelos para el estudio del FAS. La ventaja mas
significativa es el control preciso sobre las condiciones experimentales. Los
huevos del pez cebra son transparentes y los embriones semitransparentes, asi
se pueden examinar los procesos internos durante el desarrollo embrionario sin
alterar el proceso. Ademas, algunos productos quimicos (como el etanol) pasan
sin obstaculo a través del corion, por lo que el impacto del etanol sobre el
desarrollo fisico se puede controlar desde el inicio de la fertilizacién (Blader y
Strahle, 1998), permitiendo determinar con precisién cuando y como el etanol
afecta el desarrollo embrionario (Fernandes et al., 2018).
Dado que los peces cebra son reproductores prolificos, se puede obtener un
gran numero de sujetos en un corto periodo de tiempo. Por lo tanto, el modelo
de pez cebra proporciona un medio para emplear grandes tamafos de muestra
que permite el uso de estadisticas inferenciales con un poder estadistico mas
adecuado (Bilotta et al., 2004).
Por otra parte, los sistemas de érganos afectados por la exposicion al alcohol
(cerebro, cara, organos sensoriales y corazon) evolucionaron antes de la
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divergencia de animales vertebrados e invertebrados. En los vertebrados, todos
estos sistemas y dérganos se forman durante la etapa filotipica, una etapa
resistente al cambio evolutivo. Por lo tanto, aunque existen diferencias entre los
organos de los peces cebra y los humanos, la estructura y la funcion de los
mismos esta bien conservada entre ambos.

Ademas de similitudes estructurales, el pez cebra muestra un amplio repertorio
de comportamientos complejos relevantes para el estudio del FAS. Tanto en la
naturaleza, como en condiciones de laboratorio, el pez cebra forma grupos
sociales, un comportamiento no comun en otros modelos animales. Asimismo,
el pez cebra demuestra multiples formas de aprendizaje y de memoria (a corto
plazo, racional y episddica) (Fernandes et al., 2018).

Los investigadores estudian el riesgo genético y los factores de resistencia que
subyacen a la teratogenicidad del alcohol y aqui, nuevamente, el pez cebra es
un modelo poderoso. Por un lado, debido a las caracteristicas genéticas
comunes entre los humanos y el pez cebra (ya indicadas en el apartado Danio
rerio como organismo modelo, 1.4.). Por otro lado, debido a las numerosas
herramientas genéticas disponibles, como es la gran cantidad de mutantes del
Centro Internacional de Recursos de Zebrafish (ZIRC) para el examen de genes
especificos (Rasooly et al., 2003).

Por ultimo, numerosos estudios han demostrado que el desarrollo fisico del pez
cebra se ve afectado por la exposicion al etanol y los efectos producidos se
superponen con el FASD y el FAS en humanos: retraso del desarrollo, reduccién
de la longitud del cuerpo, desarrollo ocular anormal, defectos cognitivos y
deficiencias motoras (Joya et al., 2014).

2. Objetivos

El objetivo de esta revision bibliografica es proporcionar informacion acerca de
los Trastornos del Espectro Alcohdlico Fetal (FASD) y en concreto acerca del
Sindrome Alcohdlico Fetal (FAS). Discutir el potencial del pez cebra como
organismo modelo para FASD y FAS e indicar la importancia de los estudios en
el pez cebra para avanzar en la comprensidon y busqueda de posibles métodos
para revertir o prevenir los efectos del FASD y FAS.
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3. Material y métodos

La informacion que se recoge en esta revision fue obtenida a partir de fuentes
bibliograficas obtenidas de PubMed Central, National Center for Biotechnology
Information (NCBI), Web of Science (WOS), The Zebrafish Information Network
(ZFIN), Google Schoolar y paginas web oficiales como, la pagina web de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), La lista roja de la Uni6n Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN).
El proceso de busqueda se ha llevado a cabo durante el periodo comprendido
entre marzo y julio de 2020 y los criterios de inclusion que se escogieron para la
eleccion de los articulos a revisar fueron los siguientes:

1- Que el articulo incluyese los Trastornos del Sindrome Alcohdlico Fetal
(FASD).
Que el articulo incluyese el pez cebra (Danio rerio).

@ o

Que el organismo modelo de estudio fuera el pez cebra (Danio rerio).

EaN
1

Que el pez cebra (Danio rerio) fuese organismo modelo para el estudio de
los FASD.

Las imagenes que aparecen en el trabajo han sido seleccionadas de diversos
articulos incluidos en la bibliografia y otras han sido redisefiadas en la aplicacién
BioRender (https://biorender.com/).

4. Resultados y Discusion

Comportamiento y cognicion: Se sabe que las personas con FAS tienen
déficits en el aprendizaje y la memoria y, ademas, se ha demostrado que el pez
cebra muestra algunos de estos déficits (Carvan et al., 2004). La exposicidon
embrionaria al etanol altera el comportamiento social en el pez cebra adulto
(Parker et al 2014).

Debido a su naturaleza social, se han generado varios ensayos utilizando el pez
cebra para evaluar los efectos de la exposicidn al alcohol en el comportamiento
social. Estos ensayos han demostrado que la exposicibon a bajas
concentraciones de etanol provoca alteraciones en el comportamiento,
aprendizaje y memoria de los peces cebra. Estos hallazgos tienen importantes
implicaciones para la comprension del FASD y FAS en humanos. Por ejempilo,

Ali et al. (2011) demostraron que los embriones expuestos a 10% de etanol
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durante 1 hora presentaban hipoactividad. Shan et al. (2015) comprobaron que
una exposicién a 0,6% de etanol provocd un aumento de las respuestas rapidas
de escape (c-star: respuesta rapida de escape que presenta un pez cebra juvenil,
Roberts et al., 2011) y de la velocidad de la cola, lo cual, implica hiperactividad.
Asi, se puede concluir que concentraciones bajas de etanol inducen
hiperactividad, mientras que concentraciones superiores reducen la actividad en
el pez cebra (Gerlai et al., 2000; Lockwood et al., 2004).

Como se indica en la Tabla 2, la microftalmia es una anomalia comunmente
presente en individuos con FAS y asociada a la exposicion del embridon al
alcohol.

Multiples estudios han revelado que la exposicion al alcohol durante el desarrollo
causa microftalmia en el pez cebra y, ademas, afecta a la morfologia retiniana y
a la funcién visual. El alcohol interrumpe el desarrollo de los fotorreceptores de
manera dosis-dependiente y causa hipoplasia del nervio éptico, por lo que el
alcohol afecta negativamente al desarrollo y a la funcion del sistema visual en el

pez cebra (Fernandes et al., 2018).

Defectos cardiacos: Al igual que en el sistema visual, los defectos en el sistema
cardiaco son comunes tras la exposicién prenatal al alcohol. Se estima que el
54% de los individuos humanos con FAS tienen deformidades cardiacas
relacionadas con el alcohol (Abel, 1996). Numerosos estudios demuestran que
el corazén del pez cebra es vulnerable a la exposicion al alcohol de forma similar
a los seres humanos (Fernandes et al., 2018). Por ejemplo, la exposicion del pez
cebra a 0,5% de etanol en el desarrollo, puede causar la apariciéon de edema
cardiaco, reduccion del volumen cardiaco y reduccion del grosor ventricular.
Dosis ligeramente superiores (0.6% —0.9%) pueden interrumpir la migracion de
precursores cardiacos, la formacion de bucles cardiacos y la expresion de genes
cardiacos (Loucks y Ahlgren, 2012).

Crecimiento y defectos craneofaciales: Las anormalidades faciales y el
retraso del crecimiento son comunes en FASD y un requisito para el diagnostico
de FAS (Stratton et al., 1996). En el pez cebra se ha demostrado que la
exposicidn de los embriones al alcohol causa defectos fisicos similares. Por
ejemplo, los elementos esqueléticos del arco branquial son sensibles al 10% de
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alcohol y también se ven afectados elementos craneofaciales y neurocraneales,
especialmente las estructuras oculares, la capsula optica, la placa etmoidal y el
ancho de la cabeza. Los defectos en estas estructuras varian segun la cepa del
pez cebra (Loucks y Carvan, 2004). Ademas, también se ha demostrado que la
exposicidn embrionaria al alcohol afecta a la longitud del cuerpo del pez cebra 'y
la distancia entre los ojos es mayor en los peces tratados con alcohol (Figura 8)
(Bilotta et al., 2004).
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Figura 8: Mayor incidencia de malformaciones en embriones de pez cebra expuestos a
etanol. (A) Esquema que representa las condiciones de tratamiento. (BD) Analisis fenotipico de
embriones tratados con etanol. Los tratamientos superiores al 1% de etanol produjeron
malformaciones visibles, es decir, cabezas mas pequefas, colas mas pequefas y ojos
subdesarrollados. (E) Tasa de supervivencia a las 24 y 48 hpf después del tratamiento con etanol.
(F) Efectos en la longitud del cuerpo del embrion al aumentar las concentraciones de etanol. (G)
Incidencia de la concentracion de etanol en la formacion de edema. (H) Andlisis del tamafio del

ojo. Imagen tomada de Joya et al., 2014.

Esto demuestra que dos efectos centrales del FAS, como son el retraso del

crecimiento y las anomalias faciales, pueden reproducirse en el pez cebra.

Defectos cerebrales: Numerosos experimentos han demostrado que el SNC
del pez cebra también es vulnerable a la exposicién del alcohol. Por ejemplo,
Buske y Gerlai (2011), demostraron que en los embriones del pez cebra, la
exposicion al alcohol reduce los niveles de dopamina y serotonina (Figura 10), lo

cual sugiere una disfuncion neural generalizada.
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Figura 9: Defectos cerebrales: (A) La exposicion al alcohol embrionario reduce
significativamente el nivel de serotonina en el cerebro del pez cebra adulto 70 dias después de
la fertilizacion. (B) La exposicion al alcohol embrionario reduce significativamente el nivel de
dopamina en el cerebro del pez cebra adulto 70 dias después de la fertilizacion. Imagenes
tomadas de Buske y Gerlai, 2011 y unificadas en una misma imagen a través de BioRender.

Debido a la gran cantidad de fondos transgénicos disponibles en el pez cebra,
se estan obteniendo nuevos conocimientos sobre como el etanol altera el SNC.
La exposicion al 1% de etanol no interrumpe el patron de diferenciacion neuronal
a lo largo de la médula espinal, pero si reduce el numero de neuronas
diferenciadas y de neuronas sensoriales (Joya et al., 2014). La exposicion al 0,6
% aumenta la ramificacion de las neuronas motoras secundarias y disminuye el
diametro de los axones de Mauthner (Shan et al., 2015). Ademas, se ha
encontrado que estas y otras anormalidades estructurales del cerebro tienen
relacion con la funcion cognitiva y el comportamiento (Lovely et al., 2016).
También existen numerosos transgénicos y marcadores para el analisis de
regiones cerebrales especificas que han sido utilizados para determinar la
sensibilidad especifica al alcohol de cada area en determinadas etapas del
desarrollo (Fernandes et al., 2018).

Mecanismos conservados en la teratogénesis por etanol: Es poco probable
que un solo mecanismo tenga en cuenta los efectos teratogénicos del etanol,
dado que es una molécula pequefia con muchos efectos pleiotrépicos

potenciales. Los datos de multiples modelos animales, incluido el pez cebra,
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sugieren que varios mecanismos estan involucrados en la teratogenicidad del
etanol y se conservan en todas las especies (Fernandes et al., 2018).

Un mecanismo comun en los modelos de FASD es la apoptosis. Las
concentraciones de alcohol que inducen la apoptosis de las células de la cresta
neural en ratones y pollos también causan apoptosis en el pez cebra. Ademas,
la muerte celular inducida por etanol depende del calcio y del CamKIl, que se
conserva entre el pez cebra y el pollo (Flentke et al. 2014).

Otro mecanismo conservado, son las alteraciones en la adhesion y migracion
celular que pueden provocar interrupciones en la gastrulacion (Fernandes et al.,
2018).

Por ultimo, ademas de los movimientos celulares, el etanol ha sido ampliamente
implicado en la interrupcion de dos vias criticas de sefalizacion embrionaria:
acido retinoico (AR) y Sonic Hedgehog (Shh), otros dos mecanismos
conservados de la teratdgenesis por etanol. Multiples modelos animales, incluido
el pez cebra, han demostrado que exponer los embriones al alcohol reduce los
niveles de AR, y que los fenotipos inducidos por etanol pueden ser rescatados o
parcialmente rescatados por el tratamiento de AR (Kashyap et al., 2011).
También se ha demostrado, que los embriones expuestos al alcohol han
disminuido la sefializacion de Shh, lo que aumenta la apoptosis de la cresta
neural craneal, el desarrollo de la linea media y el desarrollo ocular interrumpido
(Ahlgren et al., 2002; Aoto et al., 2008). En apoyo del papel de Shh en la
teratogénesis de etanol, se descubrio que una inyeccién de shh-NARNmM rescata
las alteraciones inducidas por etanol en la longitud corporal, la forma de somita
y la ciclopia (Loucks y Ahlgren, 2009) (Figura 11). Mas recientemente, se ha

demostrado que la sefalizacion de Shh es un contribuyente clave a los cambios
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inducidos por el alcohol en la ansiedad y el comportamiento de riesgo (Burton et
al., 2017).

2.0% Ethanol

100pg/nl Shh-N mRNA + 2.0% Ethanol
Figura.10: La inyeccion de shh-NARNm rescata los graves defectos producidos por la

exposicion al etanol del pez cebra. Los embriones de una o dos células fueron inyectados con
100 pg / nl de shh-NARNm y la mitad de los embriones inyectados fueron expuestos a las dosis
estandar de etanol de 4.3 a 24 hpf. Los embriones se analizaron a 5 dpf. Los embriones tratados
con etanol al 2.0% exhiben colas mas cortas dorsalmente curvadas y defectos oculares, incluida
la ciclopia. El rescate de estos fenotipos se observa en 71/76 de embriones inyectados (93%).
En estos embriones, el cuerpo es recto y los ojos estdn completamente separados. Imagen
tomada de Loucks y Ahlgren, 2012.

Identificacion de interacciones gen-etanol: En humanos, los gemelos
monocigoticos son 100% concordantes para FAS, mientras que los gemelos
dicigdticos son solo concordantes al 64% (Streissguth y Dehaene, 1993).
Ademas, se han observado defectos dependientes de la cepa en ratones, pollos
y pez cebra. Si bien existe una fuerte y creciente evidencia de factores de riesgo
genético para FAS, solo se han identificado un pequefio numero de interacciones
gen-etanol. Debido a su capacidad genética discutida anteriormente, el pez
cebra es un organismo ideal para identificar y caracterizar las interacciones gen-

etanol.

En resumen, el pez cebra representa un modelo util para estudiar los efectos que
causa la exposicion embrionaria al etanol; asi como también constituye una
herramienta de exploracion para investigar tratamientos viables o estrategias de
prevencion de los efectos del alcohol en el desarrollo embrionario. Tan facilmente

como se introduce etanol en el embrion de pez cebra, se pueden introducir otros
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quimicos para probar hipotesis sobre los mecanismos exactos que causan un
desarrollo anormal. Por otra parte, también se ha demostrado en los estudios
realizados en el pez cebra que la concentracion de etanol y el momento de la
exposicidn al etanol son factores importantes en la gravedad de los efectos vy, al
igual que en humanos, a medida que aumenta la concentracion de etanol,
también aumentan la gravedad de las anomalias incluida la mortalidad. En
general, cuando la exposicion al etanol es temprana dentro de las primeras 24
horas los efectos son mas graves que en cualquier otro periodo del desarrollo
del pez cebra.

En el trabajo de Bilotta et al., 2004, se demostrd que incluso con la concentracion
mas baja de etanol y con la duracidn de exposicibn mas corta, se producen
efectos en el desarrollo fisico del pez cebra, aun cuando los sujetos exhibian una
apariencia externa normal.

Esto sugiere que, si hay un umbral para los efectos del etanol en el desarrollo
fisico, entonces es un umbral muy bajo si la exposicién es muy temprana en el

desarrollo embrionario.

5. Conclusiones

Los Trastornos del Sindrome Alcohdlico Fetal (FASD) son la causa mas comun
de discapacidad intelectual no hereditaria. Ademas, los déficits causados por la
exposicidn prenatal al alcohol duran toda la vida y reducen severamente la
calidad de vida de las personas afectadas. Por lo tanto, una comprension
completa de los fundamentos del FASD es esencial. Los estudios realizados en
el pez cebra han modelado algunos de los principales efectos presentes en el
Sindrome Alcohdlico Fetal (FAS) y han sido utiles para deducir los eventos
bioquimicos, moleculares y genéticos que conducen al FASD y al FAS.

Los estudios que relacionan los organismos modelo con pacientes humanos son
necesarios para avanzar en nuestra comprension del FASD y FAS y el pez cebra
es particularmente adecuado para ello debido a su alta fecundidad, fertilizacién
externa, transparencia embrionaria, tiempo de desarrollo rapido y alto grado de
conservacion genética con los humanos. Por todo ello, los estudios en el pez
cebra deberian facilitar en gran medida nuestra comprension acerca del FASD y
FAS y ayudar en la busqueda de métodos para revertir o prevenir los efectos del
FASD y FAS.
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5. Conclusions

Os Trastornos do Sindrome Alcohdlico Fetal (FASD) son a causa mais comun
de discapacidade intelectual non hereditaria. Ademais, os déficits causados pola
exposicidn prenatal ao alcohol duran toda a vida e reducen severamente a
calidade de vida das persoas afectadas. Por iso, un cofiecemento completo dos
fundamentos da FASD é esencial. Os estudos realizados no peixe cebra
modelaron alguns dos principais efectos presentes no Sindrome Alcohdlico Fetal
(FAS) e foron utiles para deducir os eventos bioquimicos, moleculares e
xenéticos que conducen a FASD e FAS.

Os estudos que relacionan organismos modelo con pacientes humanos son
necesarios para avanzar na comprension do FASD e o FAS, e o peixe cebra &
especialmente adecuado para iso debido a alta fecundidade, fertilizacién
externa, transparencia embrionaria, tempo de desenvolvemento rapido e alto
grao de conservacion xenética cos humanos. Polo tanto, os estudos no peixe
cebra deberian facilitar en gran medida a nosa comprension do FASD e do FAS
asi como axudar na busca de métodos para revertir ou previr os efectos do FASD
e do FAS.

5. Conclusions

Fetal Alcohol Syndrome Disorders (FASD) are the most common cause of non-
hereditary intellectual disability. Furthermore, deficits caused by prenatal alcohol
exposure last a lifetime and severely reduce the quality of life for affected
individuals. Therefore, a complete understanding of the fundamentals of FASD is
essential. Studies in zebrafish have modeled some of the main effects present in
Fetal Alcohol Syndrome (FAS) and have been useful in deducing the
biochemical, molecular, and genetic events leading to FASD and FAS.

Studies linking model organisms to human patients are necessary to advance our
understanding of FASD and FAS, and zebrafish is particularly well suited for this
due to its high fecundity, external fertilization, embryonic transparency, rapid
development time, and high degree of genetic conservation with humans. So
studies in zebrafish should greatly accelerate our understanding of FASD and
FAS and aid in the search for methods to reverse or prevent the effects of FASD
and FAS.
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