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RESUMEN

Romano, L.A. y F.O. Cueva. 1987. Produccion experimental de melanomas cutdneos en
el pez espada, Xiphophorus helleri (Heckel) y el pez platis, Xiphophorus maculatus
Glinther) (pisces Poeciliida ). Rev, Asoc, Cienc, Nat. Litoral 18 (2): 185 — 192

Se presenta un trabajo experimental donde se han producido melanomas cutaneos por hibrida-
cion en peces del género Xiphophorus. Se estudiaron 52 animales con hiperpigmentacion, 21 con me-
lanosis grado 1,25 con melanosis grado |l y 6 con melanomas. Estos tumores se trasmiten genética-
mente por genes co-dominantes ligados al sexo. Se considera la posibilidad de que estas neoplasias
sean homologables a melanomas producidos en mamiferos y humanos y se concluye que tienen simi-
litudes, inclusive mayores que las observadas en otros modelos experimentales de melanomas. Los ge-
nes reguladores de las células meldnicas estdn relacionados al sexo femenino, pero se manifiestan fe-
notipicamente, mas frecuentemente en animales machos (3:1). La inclusién de una hembra albina
Xiphophorus aument6 la incidencia de melanomas en sus hijos (de 13,3 ©/o al 44,4 ©/o). El creci-
miento anormal de células pigmentadas en Xiphophorus representa un problema de regulacidn gené-
tica.

ABSTRACT

Romano, L.A. F.O. Cueva. 1987 . Experimental production of cutaneous melanomas in
swordtail fis! | Xiphophorus helleri {Heckel) and platyfish, Xiphophorus maculatus
{Glinther) (Pisces Poeciliidau ). Rev. Asoc. Cienc. Nat, Litoral 18 (2): 185 — 192

This is an experimental work in which we produced cutaneous melanomas by hybridization in
fish pertaining to the Xiphophorus genus. We studied 62 animals with hyperpigmentation, 21 with
grade | melanosis, 25 with grade |l and 6 with melanomas. These tumors are genetically transmitted
through co-dominant genes linked to sex. We considered the possibility that these neoplasias could
be homologous to melanomas produced in mammals and human beings. We concluded that they are
more similar than the neoplasias observed in other experimental models of melanomas. The genes
regulating melanical cells are related to the female sex, but phenotypically, they are much more
frequently observed in male animals (3:1). The inclusion of an albinc female Xiphophorus increased
the incidence of melanomas in her young (from 13,3 ©/o to 44,4 9/c). The abnormal growing of
pigmented cells in Xiphophorus is basically a problem of genetic regulation.
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{NTRODUCCION

La abundancia de células pigmentadas en la piel de los peces, determina que ten-

gan un considerable nimero de tumores pigmentados como eritroforomas, xantoforo-
mas, guanoforomas y melanomas, éstos Gltimos los de mas alta incidencia8.13.

Reed y Gordon describieron melanomas malignos producidos experimentalmente

en hibridos de Xiphophorus helleri (pez espada verde) y Xiphophorus maculatus (pez
platis) pertenecientes a la familia Poeciliidae, demostrando la transmision genética ligada
al sexo de estas neoplasiasl4.

Nuestro principal objetivo consiste en reproducir los modelos experimentales men-

cionados anteriormente. Incluimos una variedad albina de Xiphophorus lo que determi-
na un significativo aumento de lesiones pigmentadas en sus hijos (de 13,3 0/0 al 44,4 0/o).

La facilidad con que se obtuvo este modelo de melanoma, las connotaciones gene-

ticas y la similitud morfolégica y biologica con melanomas de mamiferos y humanos nos
ha motivado a realizar esta comunicacion que puede inducir estudios posteriores sobre la
biologia de los melanocitos y su crecimiento tanto normal como patoldgico.

MATERIAL Y METODOS

En un acuario de 160x30x40 cm que contenia agua a una temperatura de 24 £ 2 0C, equi-

pado con filtro biolégico se realizaron las siguientes cruzas:
1} X. helleri rojo hembra con X. helleri verde macho.
2) X. helleri verde hembra con X. helleri rojo macho.
3} X. maculatus con puntos hembra con X, helleri verde macho.
4) X. helleri verde hembra con X. maculatus con puntos negros macho.
5) Hibrido hembra de la primera generacién de 4 (con melanosis grado 11} con X. helleri verde

macho.

6) Hibrido hembra con hibrido macho de la primera generacion de 4, ambos con melanosis gra-

do Il.

7) X. helleri albino hembra con X. macu/atus con puntos negros macho.

Cuadro 1

Numero y porcentaje de lesiones pigmentadas en los diferentes lotes.X. A. r:
Xiphophorus helleri rojo; X. h. v: X. helleri verde; X. m pn: X. maculatus

con puntos negros; Hibr. G 1: hibridos de |a primera generacién; X, h. al: X, helleri

alevino; Ma: macho; He: hembra; Hiperpig: hiperpigmentacion.

CUADRO 1
Hembra Macho Alevinos Hiperpig. Melanomas
X.h.r X.h.v 10 0 0
X.hv X.h.r 14 0 0
X.m.pn X.hv 10 51( 50 9/o} 0
X.hv X.m.p.n 15 15 (100 9/0i 2 Ma (13,3 %ol
Hibr.G1 X.hv 9 5 ( 55 0/o) 0
Hibr.Gl Hibr.Gl 18 18 {100 %/0) 0
X.h.al X.m.pn 9 9 (100 O/o) 4 3 Ma+ 1 He (44,4 9/0)

— 186 —



Los hijos de las diferentes cruzas denominados lotes N© 1-2-3-4-6-6-7, respectivamente, fueron
alojados en acuarios individuales y observados hasta los 6 meses de edad. Todos los peces se alimenta-
ron con productos balanceados convencionales.

Los animales se sacrificaron previa anestesia con benzocaina al 0,5 ©/0; las muestras tisulares
se fijaron en formol al 10 9/o, se incluyeron en parafina y se colorearon con hematoxilina y eosina.
Algunos preparados histolégicos se trataron con una solucién de permanganato de potasio al 0,3 ©/o
con 4cido sulfurico al 0,3 ©/o durante media hora y con &cido oxdlico al 1 ©/o durante 20 minutos
para remover el pigmento meldnico. Segin Gordon?, las lesiones cutdneas hiperpigmentadas se clasi-
ficaron en: Melanosis grado |, macroscopicamente se observd una acentuada pigmentacién de la aleta
caudal sin destruccién de tejido; microscopicamente, una proliferacién de células con abundante pig-
mento (macromelanéforos) ocupaban toda la dermis; Melanosis grado 11, macroscépicamente ademas
de la hiperpigmentacidn caudal se observé destruccién parcial o total de la aleta correspondiente sin
tumoracion evidente, la histologia revelé una produccidn de macramelanéforos, melanocitos vy aisla-
dos melanoblastos que infiltraban la dermis, hipodermis con incipiente infiltracion muscular; Melano-
ma, macroscOpicamente se observo una verdadera lesion tumoral caudal, pigmentada con destruccion
de la aleta respectiva. La microscopia mostré una proliferacién de macromelanéforos, melanoblastos
y melanocitos atipicos que destruian la epidermis e infiltraban en profundidad hasta el tejido éseo.

Fig. 1: Ejemplar macho del lote 7 con melanoma en region caudal que destruye e infil-
tra la aleta homonima extendiéndose a la espada.

RESULTADOS

En toda la experiencia se obtuvieron 52 animales con hiperpigmentacién (21 con
melanosis grado 1,25 con melanosis grado 11 y 6 con melanomas).

En los lotes 1 y 2, (Cuadro 1) no se realizo hibridacion y no se hallaron lesiones
cutaneas hiperpigmentadas (cruza testigo, ninguno de los animales de estas variedades de
Xiphophorus presentaba fenotipicamente macromelanéforos).

En los animales pertenecientes al lote 3, se encontraron melanosis grado | en el
50 ©/0. En el 4,13 peces mostraron melanosis grado 11 y 2 machos evidenciaron melano-
mas (13,3 9/0).

En el 5, el 55 9/o de los peces mostraron melanosis grado | y ninguna melanosis
grado |l ni melanomas. En el 6, el 100 ©/o de los hijos presentd melanosis, 7 de grado
Il y 11 de grado |, sin ningin melanoma. Por Gltimo en el 7 donde se introdujo una hem-
bra de X. helleri albina, el 100 ©/o de sus hijos mostraron hiperpigmentacion cutanea, 5
melanosis grado 11 y 4 melanomas (44,4 ©/0}, en 3 machos y una hembra.
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Fig. 2: Proliferacién de células melanicas que destruye la epidermis e infiltran en pro-

fundiad hasta las vértebras caudales (fecha corta). Obsérvese las escamas inclui-
das en la masa tumoral (flecha larga) (HE 70 x).
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Fig. 3: Proliferacion de células melanicas atipicas que ocupan en su totalidad la dermis e
hipodermis infiltrando el musculo esquelético. Estrella: células neoplasicas que
ocupan la dermis. Asterisco: musculo. Flecha: zona de infiltracion muscular por

células neoplasicas. (HE 170 x).
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Fig. 4: Células melanicas atipicas (flecha) donde el pigmento ha sido removido. (HE 170
x).

Los peces que presentaron hiperpigmentacion cutinea, lo hicieron desde su naci-
miento, sin embargo los melanomas se desarrollaron después del tercer mes de vida.

Los melanomas se presentaron en todos los casos macroscopicamente, como lesio-
nes tumorales hiperpigmentadas ubicadas en el pedinculo caudal con infiltracion y des-
truccion de la aleta (Fig. 1).

La observacion histolégica reveld un tumor constituido por una marcada prolifera-
cion de melanocitos atipicos, melanoblastos y macromelanéforos que destruian la epi-
dermis e infiltraban la dermis, hipodermis, el misculo esquelético y en algunos casos las
vértebras caudales (Figs. 2 y 3). En las areas de menor cantidad de pigmento melénico
asi como en los preparados donde el pigmento fue removido, se pudo observar con ma-
yor claridad los nucleos celulares redondos, hipercromaticos, con cromatina densa sin
nucléolos evidentes y con aisladas figuras mitoticas (Fig. 4). La mayor parte de las célu-
las fueron epitelioides, redondas u ovales, en algunos sectores se observaron células de
aspecto fusiforme.
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DISCUSION

La clasificacion y definicion de las células que contienen melanina en los diferen-
tes vertebrados fue realizada en 1953 por Gordon y reforzada por los estudios de Fizpa-
trick et a/, 19663.5. Las mencionadas células se clasificaron en melanoblastos, melanoci-
tos, melanoforos y melanomacr 6fagos.

L.os melanéforos son células efectoras (observadas en vertebrados inferiores) deri-
vadas de melanocitos que contienen gran cantidad de melanosomas y pigmento melani-
co.

En peces del género Xiphophorus se encuentran todos los tipos de células antes
mencionadas, la pigmentacion del animal es el resultado de la presencia de 2 tipos de
melanoforos. Los micromelanoforos son células estrelladas de aproximadamente 100
micrones de diametro, se encuentran normalmente en la dermis, meninges, peritoneo,
retina y rodeando estructuras vasculares y los macromelanoforos, son células mucho mas
arandes (300 micrones de didmetro) ubicadas solamente en la dermis4. La distribucion
de los macromelandforos estd controlada por uno a cinco genes ligados al sexo. Uno de
los puntos que se discuten es si estas neoplasias representan verdaderos melanomas ho-
mologables a los observados en mamiferos, incluso en humanos, ya que la presencia de
melanoforos en peces hace confundir su interpretacion.

En cultivos de tejidos, los melanéforos, aparecen como un estado terminal de la
maduracion del melanocito?. Los transplantes y la observacion de regeneracion de me-
lanomas demostraron que los melanéforos son formados por melanocitos que envejecen
y que luego de un tiempo se desintegran siendo su contenido eliminado por macrofagos
(melanomacrofagos)2.11,

En melanomas de Xiphophorus, se ha podido comprobar, que la mayor actividad
metabdlica corresponde a los melanocitos, que, ademas, presentan un significativo au-
mento de la sintesis de ADN, lo que indica que son éstas las células que marcan el com-
portamiento bioldgico de la neoplasia9.10.

Los melanomas presentan una poblacion mas rica en melanocitos y melanoblastos
que las melanosis donde las células que predominan son macromelanoforos. Por otra par-
te, la actividad mitotica es privativa de los melanocitos y melanoblastos y nunca se ob-
servan macromelanoforos en mitosis.

En Xiphophorus se han descripto casos de melanomas amelanoticos donde no se
observan macromelandforos y la lesion esta constituida exclusivamente por melanocitos
y melanoblastos17?.

Los estudios ultraestructurales demuestran similitud morfolégica entre melano-
mas de Xiphophorus y humanos15.

Los cultivos de tejidos demuestran semejanza entre melanomas de peces, ratones
y humanosé.

Por ultimo, los estudios comparados entre melanomas de Xiphophorus, inducidos
por DMBA en hamster, transplantados del ratén Cloudman S91 y humanos, demostra-
ron gran similitud, inclusive el de los peces resulté tener mayor parecido morfologico al
humano que el de los otros modelos experimentales16.

Por los trabajos mencionados creemos que estas lesiones pueden ser catalogadas
como verdaderos melanomas, posiblemente producidos por una desdiferenciacion de los
macromelandforos en melanocitos y/o por una multiplicacion rapida de melanocitos
que no permiten que se diferencien en melanoforos.
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Los factores genéticos son de importancia fundamental en el comportamiento
bioldgico de las células pigmentadas en peces del género Xiphophorus. Algo similar pue-
de ocurrir en los casos de melanomas familiares observados en el hombre 1.12,

De las 8 especies conocidas de Xiphophorus, 5 (X. helleri, X. maculatus, X. mon-
tesumae, X. milleri y X. variatus) poseen macromelandforos y tienen una variedad de ge-
nes co-dominantes ligados al sexo, que determinan la forma de distribucién de los mis-
mos. De estos factores genéticos depende la pigmentacion de la aleta y pedinculo cau-
dal, las bandas pigmentadas de los flancos y el tamafio y nlimero de puntos negros del
cuerpo. Cuando por hibridacion, los genes que controlan los macromelanéforos de X.
maculatus se introducen en el genoma del X. helleri, el crecimiento de las células pigmen-
tadas se altera, determinando la produccion de melanosis y melanomas.

Nosotros utilizamos la variedad X. maculatus con puntos negros y notamos una
marcada diferencia de pigmentacién segin el sexo del animal cruzado. Cuando X. ma-
culatus fue hembra se produjo solamente melanosis grado | en el 50 ©/0 de sus hijos (lo-
te 3); cuando utilizamos un macho (lote 4), hallamos un 13,3 0/0 de melanomas vy el res-
to de los hijos mostraron melanosis grado Il; los melanomas se hallaron en 2 machos.
Por lo observado, podemos deducir que el factor genético regulador de los macromela-
noforos estd relacionado al sexo femenino, pero se manifiesta con predominancia, al
menos fenotipicamente, en machos.

La hibridizacién con X. helleri albino hembra fue realizada por Gordon4, Noso-
tros, al igual que en el trabajo de éste autor, incrementamos cuanti y cualitativamente
las lesiones pigmentadas utilizando en la cruza una hembra albina {lote 7). Encontramos
hiperpigmentacion en el 100 ©/o de sus hijos y melanomas en el 44,4 ©/¢, con predomi-
nio 3:1 en machos. No encontramos una explicacion satisfactoria para este fendmeno.
Lo que sabemos, es que el X. helleri albino, fenotipicamente no presenta ningln tipo
de melanéforo, sin embargo genotipicamente tiene un factor dominante para microme-
lan6foros, la falta de expresion fenotipica de estas células se debe a la presencia de un
factor recesivo homocigoto inhibidor de la melanina. Las hibridos de la cruza de X. he-
Ileri albino hembra y X. maculatus con puntos negros tienen tanto macro como micro-
melanotoros. La introduccion de factores genéticos reguladores de los macromelanéfo-
ros de X. maculatus en su genoma, aumentaria la actividad proliferativa melanocitica.
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