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El altimo namero de 2020

Comenzamos 2020 con nuevas ideas y proyectos para llevara caboalolargo de
este afo en nuestra revista, pero la realidad de estos meses, ya largos, nos hizo
recolocarnos en la casilla de salida nuevamente y jugar con las nuevas normas
establecidas, dar prioridad a lo que ahora se podia realizar y dejar el resto para mas
adelante.

240 Pero gracias a la propia revista hemos podido seguir nuestro dia a dia, tal cual lo

¢ ANIMALES

conociamos. Hemos podido crear un nimero nuevo y mas adelante recibir la revista

DE 'LLABOR’ATORIO'{_'

en nuestros buzones o consultarlaen laweb, esto nosindicaba que todo estaba bien
y que el trabajo continuaba.

El nimero 87, el ultimo de 2020, completa el circulo de los cuatro nimeros

publicados este ano, aportando a la biblioteca de la revista de la SECAL un amplio

EDITORIAL

surtido de articulos que suman en calidad cientifica y divulgativa a todos los que ya
tenemos. Casi todas las secciones han participado en esta revista por lo que en su
interior encontraréis informacion muy variada en todos los ambitos que la
componen.

Hemos consolidado un fantastico equipo de responsables de seccién que,
junto con los editores de estilo e imagen, no han dejado de trabajar en ningutn
momento y siguen ilusionados por seguir haciéndolo, esperamos que continte asi
por muchos nimeros mas.

iNosvemos en 2021, felizlectura!
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La SECAL en ExpoBioterios

Palabras clave: SECAL, congresos, virtual.

El 16 y 17 de octubre de 2020, se celebré ExpoBioterios, una
experiencia virtual y avanzada centrada en la ciencia del animal de
laboratorio. En este encuentro virtual participaron mas de veinte
ponentes que impartieron conferencias en areas como bienestar
animal, refinamiento, planes de contingencia en la era COVID-19, asi
como organizacion de animalarios/bioterios entre otros.

A su vez, este congreso fue un punto de encuentro para los
profesionales de ambos continentes, en el que pudieron
intercambiar opiniones los mas de 1.300 asistentes.

EY 22| virua
BIOTERIOS |

Busca un stand

Figura 1.- Standde la SECAL en laweb de ExpoBioterios.

La SECAL, sponsor oro, tuvo su stand en el Pabellon Amazonia,
donde los miembros de la junta pudieron dar respuesta a las
diversas preguntas realizadas por los asistentes en el chat.

Desde la SECAL queremos dar las gracias a todas las personas
involucradas en la organizacién y gestion del congreso, y felicitarles

portan buen trabajo.

- ExpoBioterios: https://www.expobioteriosvirtual.com/

Imagen suministrada por la autoria

De animal de Iabor:atorio a mascota,
una segunda vida es posible

Palabras clave: adopcion, prensa, SECAL.

En este articulo, Isabel Blanco, presidenta de la Sociedad
Espanola para las Ciencias del Animal de Laboratorio (SECAL), y
Javier Guillén, vocal de la Comision de Estudio del Uso de Animales
en Investigacion Cientifica de la Confederaciéon de Sociedades
Cientificas de Espana (COSCE), comentan como la legislacién
espanola y europea contempla que los animales utilizados en

experimentacion biomédica puedan ser dados en adopcién,
realojados o devueltos a un habitat, explotacion u otro medio que
seaadecuado paralaespecie de que setrate.

- Noticia completa: https://www.lavanguardia.com/natural/
fauna-flora/20201018/484101546186/animales-laboratorio-
experimentacion-adopcion.html


https://www.expobioteriosvirtual.com/
https://www.lavanguardia.com/natural/fauna-flora/20201018/484101546186/animales-laboratorio-experimentacion-adopcion.html
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Investigadores espafioles publican una carta
en Nature Methods para subrayar la necesidad
de investigar con animales para obtener
anticuerpos monoclonales

Palabras clave: anticuerpos, métodos alternativos, COSCE.

El 15 de mayo, el EURL ECVAM's Scientific Advisory Committee
publicéd una recomendacion para dejar de usar animales en el
desarrollo de anticuerpos monoclonales asegurando que existia
la tecnologia alternativa equivalente sin utilizar animales, como
porejemplo el uso de librerias de virus bacteriéfagos.

La primera reaccion se produjo el 31 de mayo desde la
Sociedad Espanola de Inmunologia con un documento
argumentando porqué la tecnologia de obtencién de hibridomas
estodavia necesaria'.

Posteriormente, aparecieron otros articulos en Nature
Methods y en Nature apoyando la recomendacion y vinculados a
empresas y grupos que fabrican anticuerpos monoclonales sin el
usodeanimales.

El 5 de octubre, Nature Methods publicé una carta’ impulsada
por la COSCE y firmada por varios cientificos espafoles: Margarita
delValy César Cobaleda (CBMSO-CSIC-UAM), LIuis Montoliu (CNB-
CSIC), Kirk Leach (EARA), Africa Gonzélez-Fernandez y Marcos
Lépez Hoyos (SEl), y Javier Bermudez (IBIMA) para subrayar la
necesidad de investigar con modelos animales (ratones) en la
obtencién de anticuerpos monoclonales.

Los investigadores indican que estdn de acuerdo en
reemplazar la experimentacion animal por métodos alternativos
cuando sea posible, pero la tecnologia con librerias de virus
bacteriéfagos todavia tiene carencias y una especificidad y
afinidad menor que los generados en modelos animales.

La técnica de generaciéon de hibridomas sélo requiere
animales durante la fase de inmunizacion, mientras que para la
produccién de anticuerpos ya no son necesarios.

1. Sociedad Espanola de Inmunologia: https://www.inmunologia.
org/images/site/noticias/1564.pdf

2. Gonzalez-Fernandez A. Bermudez F.J., Lopez-Hoyos M., et al. Non-
animal-derived monoclonal antibodies are not ready to substitute current
hybridoma technology. Nature Methods. 2020:17:1069-70.

Informacién adicional: Articulo de los investigadores de Regeneron, en
el que reportan la produccion de anticuerpos monoclonales bloqueantes
del SARS-CoV-2 desarrollados en su ratén Veloclmmune, usados en
terapias experimentales para la COVID-19: https://science.sciencemag.
org/content/369/6506/1010.long



https://www.inmunologia.org/images/site/noticias/1564.pdf
https://science.sciencemag.org/content/369/6506/1010.long
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Reproducen en ratones distintas
etapas del sarcoma de Ewing

Palabras clave: avatares, sarcoma, enfermedad rara.

La investigadora Helena Castillo Ecija del grupo liderado por
Angel Montero Carboso del Institut de Recerca de Sant Joan de
Déu de Barcelona ha publicado los resultados de un estudio en
ratones donde reproduce varias etapas del sarcoma de Ewing
paradesvelar su resistenciaalos tratamientos.

El sarcoma de Ewing es un tipo de sarcoma 6seo o de tejidos
blandos de células redondas pequenas que afecta
fundamentalmente a nifios y jovenes. Suele detectarse antes de
los 20 afos y en Espaia se diagnostican unos 50 casos cada afo.

Cuando se detecta en estadios iniciales, este tipo de tumor
suele responder bien a la quimioterapia, pero un elevado
porcentaje de pacientes recae al cabo de un tiempo, y los tumores
tardios presentan mas resistenciaalos tratamientos.

El estudio de esta resistencia es lo que ha llevado a los
investigadores a establecer parejas de avatares tumorales en
diferentes fases de la enfermedad, y recolectar muestras del
interior de los tumores a través de una microdialisis para analizar
elgrado de permeabilidad de los farmacos.

Mientras que el farmaco consigue acceder al interior de las
células cancerigenas en la etapa inicial del tumor, en la etapa de
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\
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en las células

recaida algunos tumores generan un escudo (la glicoproteina P)
queimpermeabiliza la célula tumoral.

El principal reto de este estudio, publicado en larevista Journal
of Controlled Release, fue generar los ratones avatares de los
tumores de los pacientes (ver Figura 1), ya que sélo uno de cada
tres tumores se consigue injertar con éxito. La capacidad de
analizar in situ la permeabilidad del farmaco al interior de la célula
cancerigena permitird en el futuro traducirse en una aplicacion
clinica a través de nuevos tratamientos que mejoren la
penetracion del medicamento en los tumores.

- Nota de prensa del Institut de Recerca Sant Joan de Déu:
https://www.irsjd.org/es/actualidad/noticias/744/reproducen-
en-ratones-distintas-etapas-del-sarcoma-de-ewing

- Articulo de referencia: Castillo-Ecija H., Monterrubio C., Pascual-
Pasto G., et al. Treatment-driven selection of chemoresistant Ewing
sarcoma tumors with limited drug distribution. J Control Release.
2020;324:440-9.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Proceso de creacion de los avatares tumorales en ratones aplicado al

sarcoma de Ewing.
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Prueban con éxito un tratamiento
biolégico para la degeneracion
de retina en modelos animales

Palabras clave: retina, enfermedad rara, antiinflamatorio.

Laretinosis pigmentaria (RP) es un conjunto de distrofias de la
retina de origen genético, caracterizada por la pérdida progresiva
e irreversible de la vision. Aunque se considera una enfermedad
rara, es la principal causa genética de ceguera en paises
desarrollados (ver Figura 1), conociéndose mutaciones en mas de
100 genes de las diferentes formas de RP.

En Espana, segun la Federacion de Asociaciones de Distrofias
Hereditarias de Retina de Espafna (FARPE), hay 1,8-2 millones de
personas afectadas por enfermedades degenerativas de la retina.
La RP afecta aproximadamente a unas 20.000 personas en nuestro
pais.

Fase media Fase avanzada

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Fases de la progresion de la retinosis pigmentaria en humanos.
Christian Hamel. Retinitis pigmentosa. Orphanet Journal of Rare
Diseases.2006. Licencia CC2.0.

El equipo liderado por la investigadora Regina Rodrigo del
Centro de Investigacién Principe Felipe junto al grupo CIBERER
coordinado por José Maria Millan del Hospital Universitario la Fe
de Valencia han presentado un nuevo tratamiento para retrasar la
degeneracién de la retina disminuyendo la inflamaciéon con
Adalimumab enratones con RP.

El Adalimumab es un antiinflamatorio dirigido contra la
molécula proinflamatoria TNFa. Se utiliza en la practica clinica
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias como la artritis
reumatoide, la enfermedad de Crohn, la artritis psoriasica, la
psoriasis o la uveitis. Su administracion es subcutaneay disminuye
los sintomas inflamatorios.

El grupo de Regina Rodrigo ya habia realizado estudios
previos con este antiinflamatorio en modelos animales. Habian
utilizado el ratén rd10 (B6.CXB1-Pde6brd10) como modelo de RP
autosémica recesiva con administracion intraperitoneal del
medicamento. El farmaco habia demostrado su efecto
neuroprotector, pero eran necesarias varias inyeccionesy el efecto
acababa desapareciendo en el tiempo.

La novedad en este estudio publicado en The FASEB Journal
(revista de la Federacion de Sociedades Americanas de Biologia
Experimental) es la administracién intravitrea de Adalimumab
— también en el modelo murino rd10—- y en dosis Unica. De esta
manera se han reducido posibles efectos secundarios de una
administracion sistémicay se ha prolongado el efecto protector.

- Nota de prensa del CIBERER: https://www.ciberer.es/
noticias/prueban-con-exito-un-tratamiento-biologico-para-la-
degeneracion-de-retina-en-modelos-animales

- Articulo de referencia: Olivares-Gonzalez L., Velasco S., Millan Jose
Maria M., et al. Intravitreal administration of adalimumab delays ratinal
degeneration inrd10mice.The FASEB Journal.2020;34:10.


https://www.ciberer.es/noticias/prueban-con-exito-un-tratamiento-biologico-para-la-degeneracion-de-retina-en-modelos-animales

Un estudio de la Universitat de Barcelona identifica
una nueva diana farmacolégica contra el Alzhéimer

Palabras clave: Alzhéimer, inflamacion, terapia.

Los farmacos que se conocen actualmente para tratar el
Alzhéimer tienen una eficacia muy limitada y sélo en estadios
iniciales de la enfermedad.

Las estrategias terapéuticas se han centrado sobre todo en
contrarrestar la acumulacion y la formacion de placas de proteina
beta-amiloide en el cerebro. Este estudio plantea un nuevo
enfoque a través de los procesos inflamatorios que contribuyen a
desencadenar esta enfermedad y modular su patogénesis. Los
resultados muestran que la inhibicion de la enzima epodxido
hidrolada soluble (sEH) en modelos murinos disminuye el proceso
neuroinflamatorio.

Este estudio se ha publicado en la revista Neurotherapeutics y
ha sido liderado por los profesores de la Facultad de Farmacia y
Ciencias de la Alimentacién Mercé Pallas (Institut de Neurociéncies
de la Universitat de Barcelona), Santiago Vazquez (Institut de
Biomedicina de la UB, IBUB), Carles Galdeano (IBUB) y
Christian Grifan-Ferré (Institut de Neurociéncies de la UB), junto
con la colaboracién de expertos del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Barcelona (lIBB), la Universitat Autonoma de
Barcelona, la Universidad de Santiago de Compostela y la
Universidad de California-Davis.

La enzima sEH esta presente en todo el organismo y es
relativamente abundante en el cerebro murino y humano. Esto
permitio a los investigadores analizar los efectos de la inhibicion de
la sEH en dos modelos animales de Alzhéimer: uno considerado de
Alzhéimer familiar y otro ligado a la progresién de la enfermedad
conlaedadavanzada.

La inhibiciéon de la sEH puede tener implicaciones en el
tratamiento de otras patologias con un componente inflamatorio
importante, como la de Niemann-Pick de tipo C, el dolor
neuropatico o la pancreatitisaguda.

- Nota de prensa de la Universitat de Barcelona:
https://www.ub.edu/web/ub/es/menu_eines/noticies/2020/07/042.
html#.Xxxsi35gV8M.twitter

- Articulo de referencia: Grinan-Ferré C.,, Codony S., Pujol E., et al.
Pharmacological inhibition of soluble epoxide hydrolase as a new
therapy for Alzheimer’s disease. Neurotherapeutics. 2020.

La formacién sobre bienestar animal
crece entre las universidades europeas

Palabras clave: bienestar animal, veterinaria, universidad.

El concepto de bienestar animal es fundamental para el buen
desarrollo de la actividad veterinaria y conlleva una serie de
dimensiones cientificas, éticas y legales que hay que tener muy
presentes. Por ello, es de suma importancia que los estudiantes y
futuros profesionales reciban durante sus estudios una buena
educacion en este ambito, ademds de entender como esto puede
influiren otras dreas de su trabajo.

Con el objetivo de evaluar las ensefanzas sobre ciencias de
bienestar animal, ética y derecho en las universidades europeas
veterinarias, la Federacion de Veterinarios de Europa (FVE) con la
colaboracién de la Universidad de Novi Sad de Serbia, la
Universidad de Birmingham de Reino Unido y la Universidad de
Lisboa en Portugal han llevado a cabo una encuesta para analizar la
evolucion del progreso de la ensefianza AWSEL (Animal Welfare
Science, Ethics and Law, eninglés) durante el periodo 2012-2019.


https://www.ub.edu/web/ub/es/menu_eines/noticies/2020/07/042.html#.Xxxsi35gV8M.twitter

La encuesta revela que las ensefianzas sobre bienestar, ética y
derecho animal han aumentado en los ultimos 7 anos
sustancialmente en las universidades europeas respecto al tltimo
informerealizadoen 2012.
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- Articulo completo en Diario Veterinario: https://www.
diarioveterinario.com/t/2073393/formacion-sobre-bienestar-
animal-crece-entre-universidades-europeas

El concepto One Health:
una sola salud humana, animal y ambiental.
La trinidad para afrontar futuras pandemias

Palabras clave: veterinaria, COVID-19, zoonosis.

El nuevo coronavirus ha surgido en el mundo de la
superpoblacién, la globalizacién y la emergencia climética. La
magnitud de la pandemia ha reflejado las conexiones que existen
entre las personas, los demas seres vivos y su entorno, tanto a
escala local como global. Este articulo de Nuria Jar, publicado por
la Agencia SING, es una sintesis de todo lo que se ha publicado y
discutido, abordando lacomplejidad de la crisis a través de unir las
diferentes realidades en un solo concepto.

El concepto One Health (Una sola Salud) fue introducido a
comienzos de la década del 2000, una nocién conocida desde
hace mas de un siglo, en la que la salud humana y la sanidad
animal son interdependientes y estdn vinculadas a los
ecosistemas en los cuales coexisten (ver Figura 1). La veterinaria
es, por tanto, la profesion de referencia para uno de estos pilares.

¢Qué es el concepto ‘one health’? :alud 8
Es la idea de que la salud humana esta » ‘%
conectada con la animal y la ambiental Z
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- Enfermedades zoonéticas

- Resistencia antibiética
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- Salud mental Salud &’
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Y otros \/ S
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Figura 1.- Infografia sobre el concepto One Health. Licencia CC 4.0 Agencia
SINC/CDC.

One Health es un enfoque concebido para disefar y aplicar
programas, politicas, leyes e investigaciones en los que multiples
sectores se comunicany colaboran para lograr mejores resultados
de salud publica. Desde 2016, el 3 de noviembre se celebra el dia
internacional One Health para concienciar a la sociedad de este
enfoque.

En cuanto a las zoonosis, seguin datos de la OIE (Organizacién
Mundial de Sanidad Animal, conocida originalmente como
Oficina Internacional d'Epizooties) y la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud), un 60% de las enfermedades infecciosas
humanas conocidas y un 75% de las enfermedades humanas
emergentes son de origen animal, al igual que el 80% de los
agentes patégenos susceptibles de ser utilizados por el
bioterrorismo.

A pesar de la importancia de la labor veterinaria en la
prevencion de enfermedades, los profesionales de la salud animal
no estan reconocidos como una profesién sanitaria a todos los
efectos; ya que, por ejemplo, las clinicas no son consideradas
como centros sanitarios y se aplica un IVA del 21% a la vacunacion
de enfermedades zoonéticas como la rabia. Algo parecido ocurre
con las labores de los veterinarios encargados de velar por otros
aspectos de la salud publica como la seguridad alimentaria; los
cudles estan dispersos por ministerios, consejerias e incluso
ayuntamientos, lo que entorpece su trabajo.

Por esto, distintas voces han defendido que los veterinarios de
salud publica trabajen coordinados al amparo del Sistema
Nacional de Salud o por lo menos, de las consejerias de Salud.
Un ejemplo ha sido la reclamacion del Consejo General de
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Colegios de Veterinarios, lamentando que el Gobierno y varias
administraciones no hayan contado en la crisis del coronavirus
con el colectivo mas experto en pandemias y enfermedades
zoonoticas, pese al firme compromiso, profesionalidad y
solidaridad durante el estado de alarma demostrado por sus
profesionales.

En Espana, el Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(CSIC) ha creado la plataforma Salud Global, coordinada por la
viréloga Margarita del Val, que agrupa a unos 300 grupos de
investigacion de toda la geografia espafiola trabajando en unos
60 proyectos multidisciplinares.

Durante estos meses, se puede visitar la exposicién temporal
en el Museo de Ciencias Naturales de Barcelona Outbreak.
Epidemias en un mundo conectado. Es una muestra que forma
parte de un proyecto creado por el Museo de Historia Natural
Smithsonian (Washington DC), con el objetivo de concienciar
sobre los factores humanos, animales y ambientales que
contribuyen a las epidemias por enfermedades infecciosas en un
mundo globalizadoy conectado. Es posible realizar un tour virtual
en este enlace: https://naturalhistory2.si.edu/vt3/misc/
z_tour-m006.html.

- Articulo completo en SINC: https://www.agenciasinc.es/
Reportajes/La-trinidad-para-afrontar-futuras-pandemias-una-sola-
salud-humana-animal-y-ambiental

- Web de los CDC sobre One Health: https://www.cdc.gov/
onehealth/index.html

HAZTE SOCIO
BENEFACTOR

Estamos en el centro de
la investigaciéon en habla
hispana

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio

www.secal.es



https://naturalhistory2.si.edu/vt3/misc/z_tour-m006.html
https://www.agenciasinc.es/Reportajes/La-trinidad-para-afrontar-futuras-pandemias-una-sola-salud-humana-animal-y-ambiental
https://www.cdc.gov/onehealth/index.html
https://secal.es/

(Granja
San
Bernardo

Minimal Disease
Level Rabbits

New Zealand White Rabbit.
Total absence of all important rabbit disease germens
with specific sanitary garantees.

Ask our most recent garantee table at
www.granjasanbernardo.com


http://www.animalaria.org/

Microburbujas. Explorando las posibilidades
de la ecografia de contraste en el seguimiento
del cancer de pancreas

Guillermo Medrano, Guillermo Garaulet, Sergio Mateos, Gloria Visdémine, Silvia Leal, Tatiana Alvarez

y Francisca Mulero
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO) - Madrid

Palabras clave: ecografia, raton, microburbujas.
INTRODUCCION

La ecografia de contraste complementa a la ecografia
tradicional permitiendo la observacién y cuantificacion del flujo
sanguineo y de la perfusion en el organismo hasta el nivel capilar.
Por lo tanto, esta técnica hace posible el estudio de la
microvascularizacion, revelando las diferencias existentes entre
tejidos sanos y patoldgicos, en tiempo real y de una forma no
invasiva'. Los agentes de contraste disponibles en el mercado son
las llamadas microburbujas de gas que se administran por via
intravenosa. Estas microburbujas estdn compuestas por una capa
lipidica que encierra un gas en suinterior (C,F,/N,), el cual tiene un
alto grado de ecogenicidad, es decir, alta capacidad de reflejar las
ondas de ultrasonido. Esta caracteristica es la que produce un alto
contraste con respecto a los tejidos adyacentes, dando como
resultado imagenes con realce de la vascularizacion. La
monitorizacion del cambio de intensidad de la sefal ecogénica en
laimagen tras la inyeccion del contraste permite su cuantificacion
relativa. Ademas, mediante pulsos de ultrasonidos de alta
frecuencia es posible destruir las microburbujas permitiendo la
cuantificacion absoluta de la perfusion en un plano y momento
concretos.

De este modo, la ecografia de contraste representa una
herramienta muy util para el estudio de diversas patologias, tanto
en la clinica veterinaria’, como en modelos preclinicos murinos’,
permitiendo estudiar el flujo sanguineo en el corazén y otros
organos, identificar zonas isquémicas, infartadas o necréticas, o,
por ejemplo, en oncologia, obtener y cuantificar imagenes de la
neoangiogénesis tumoral.

Hay todo un nuevo campo de posibilidades experimentales
en el desarrollo de microburbujas dirigidas a dianas concretas

conjugando ligandos especificos en la superficie de las mismas’,
como por ejemplo aquellas dirigidas contra biomarcadores de
angiogénesis. De entre ellas, la estrategia méas prometedora hasta
el momento es la unién al receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular 2 (VEFGR2)®, que abre una puerta a esta técnica
para usarse como herramienta de diagndstico en la evaluacion de
tumoresy lamonitorizacién de las terapias®’.

Una caracteristicaimportante de la ecografia con contraste es
que es segura para los animales de experimentacion, comparable
a la seguridad de los agentes de contraste en MRI, y mas segura
que los agentes de contraste metdlico utilizados en tomografia
computarizada (CT).

El objetivo de este articulo es la descripcion del protocolo
necesario para realizar imagen ecogréfica de contraste en raton,
para el diagndstico y seguimiento de ratones genéticamente
modificados que desarrollan adenocarcinoma ductal
pancreatico.

En la descripcién del protocolo se incluye la preparacion del
contraste, la inyeccion del agente (bolo), la adquisicion de las
imagenes ecogréficas de la regiéon donde se localiza el tumor, el
posterior analisis de los datos, asi como la optimizacién
postproceso delaimagen.

MATERIAL Y METODOS

Para larealizacion de este protocolo se han utilizado:

1. Ecografo Vevo® 3100 Fujifilm VisualSonics, Toronto, Canada.
Sistema deimagen de alta resolucién por ecografia especifico
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para animal de laboratorio pequefo con el modo de
contraste no lineal disponible y un transductor del modelo
MX250 (15-30 MHz). Los accesorios necesarios para utilizar el
ecografo incluyen una cama calefactada con sistema de
monitorizacion en tiempo real de los pardmetros fisiolégicos
criticos: temperatura corporal, frecuencia cardiaca y
respiratoria, ademas de un brazo motorizado unido a un rail
para sujetar el transductor en el punto fijo deseado. Esta
completa estaciéon de imagen se conecta a un equipo de
anestesia con vaporizador de isoflurano que trabaja con un
concentrador de oxigeno (ver Figura 1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- A.Vevo®3100.B. Estacion deimagen con plataforma para raton.
C.Sistemadeanestesia.

2. Agente de contraste: Vevo MicroMarker™ Non-Targeted
Contrast Agent desarrollado por BRACCO Research SA. Como
su nombre indica, se trata de un contraste no dirigido a una
diana anatomica especifica. El vial sin reconstituir se guarda a
4°Cytieneunacaducidad de 12 meses.

Son microburbujas liofilizadas con una envoltura lipidica que
encierra un agente activo gaseoso en su interior. El gas que
determina la ecogenicidad de la microburbuja es una mezcla de
perfluorobutano y nitrégeno, gases de alta densidad, inertes e
incoloros. Los gases pesados son mas insolubles en agua lo que
hace més estables las microburbujas, prolongando su vida media
encirculacion®.

Las microburbujas se transforman en agentes llenos de gas una
vezse hareconstituido el vial con suero salino (ver Figura 2).

La naturaleza de la envoltura también determina la
longevidad del agente de contraste en circulacién pues cuanto
mas hidrofilica sea, mayor es la facilidad con la que el sistema
inmune las capta’. El didmetro medio de estas microburbujas
oscila entre los 2,3y los 2,9 pm (menos de la mitad de lo que mide
un eritrocito) lo quefacilita su paso por lamicrovascularizacion.
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Figura2.-Esquema de la composicion de las microburbujas
reconstituidas.

3. Material para la preparaciéon del agente y su inyeccién en
forma de bolo: suero salino, jeringuillas de 1 ml y agujas de
calibre 21G, palomilla de infusion de calibre 27G, adhesivo
tisular. La inoculacion del agente de contraste sera siempre
vascular,através delavenadelacola, lavenayugularoelseno
retro-orbital. Se prefiere una técnica de canulacion para evitar
el movimiento del sujeto durante la imagen. En este estudio
utilizaremos la vena de la colacomo viarecomendada.

PROCEDIMIENTO
Preparacion del agente de contraste

Siempre debemos seguir las instrucciones dadas por el
fabricante para la reconstitucion del agente. La concentracién de
microburbujas a usar dependerd de la diana anatémica que
queramosanalizaren el raton.

En el caso del agente de contraste no dirigido Vevo
MicroMarker® (ver Figura 3), el producto viene en un vial para ser
reconstituido con 0,7 ml de suero salino obteniendo una
concentracién de 2x10° microburbujas/ml.
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Figura 3.- Agente de contraste no dirigido Vevo MicroMarker®.

En nuestro caso, siendo la diana anatémica un tumor, se
recomienda una concentracién de 1x10° microburbujas/50 pl.
Usaremos para la reconstitucién la aguja de 21G, una vez
inyectado el salino quitamos la jeringuilla, dejamos la aguja en el
vial durante unos pocos segundos para ventilar, la retiramos y
agitamos muy suavemente el vial durante un minuto. Finalmente,
lo dejamos reposar durante diez minutos a temperatura
ambiente. El bolo a inyectar en nuestro caso serd de 50 pl (1,0 x 10°
microburbujas), agitamos muy suavemente todo el contenido del
vialy usamosunajeringuillade 1 mlconagujade 21G.

Es importante recalcar que el bolo se debe preparar cuando
esté todo listo para la adquisicion de la imagen, para evitar la
desestabilizacion de las microburbujas con el tiempo de espera.
Cualquier contraste reconstituido debe descartarse sino se usaen
esa misma sesién, pues entre las 4 y 6 horas se habrd
desestabilizado completamente.

Preparacion del animal para la inyeccion

La manipulacién y preparacién del animal para el estudio
seguira siempre las recomendaciones de FELASA (Federation of
European Laboratory Animal Science Associations) y todos los
procedimientos deberdn estar previamente revisados y
aprobados por el comité ético delainstitucion.

Primero se dormird al animal con el procedimiento habitual
para realizar una ecografia de pancreas, la induccion se hara con
oxigeno a 0,5 ml/min y 4% de isoflurano y el mantenimiento sera
con oxigeno a 0,5 ml/miny 2% de anestésico. Dependiendo de la
cepa, edad y otras caracteristicas de los ratones, estos pardmetros
pueden modificarse para conseguir un plano anestésico seguro y
estable en el que el animal no se mueva durante el estudio. La

cama la mantendremos a 37°C para evitar la hipotermia y
cubriremos los ojos del ratén con gel oftédlmico para proteger la
cérneadurante todo el procedimiento.

El animal se colocara en la superficie en decubito supino con
el hocico dentro del tubo de anestesia, las extremidades fijadas a
los electrodos de la cama con pequefos trozos de cinta adhesiva
quedando el animal en posicion de X" (ver Figura 4), siempre con
cuidado de no forzar las extremidades y articulaciones. Los
electrodos deben humedecerse previamente con gel electro-
conductor para facilitar la trasmision de la senal. La sonda de
temperatura rectal debe introducirse suavemente y lubricarse
convaselina.

De esta forma tendremos las constantes del animal
completamente monitorizadas durante todo el procedimiento.

El pelo del animal en la zona a estudiar es un obstéaculo,
debemos eliminarlo por completo utilizando una pequena
rasuradora eléctrica y crema depilatoria. Esta Ultima no debe
dejarse actuar mas de un minuto o danara la piel del animal. Se
limpiard bien la zona con una gasa o papel absorbente
humedecido una vez haya actuado la crema, retirando los restos
de cremadepilatoria por completo.

Imagen suministrada por la autoria

Figura4.-Raton en la plataforma con viaintravenosa en cola.

La inyeccién intravenosa en la cola de los ratones requiere de
material adecuado y un usuario con experiencia para tener éxito.
La via habitual parainoculaciones intravenosas en ratén es una de
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las dos venas laterales de la cola. La aguja de la palomilla debe
tener un calibre lo suficientemente pequefo para quedar dentro
del vasoy noromperlo. La palomillaird conectada a unajeringuilla
con suero para inyectar un poco y comprobar que la via estd bien
tomada, luego la sustituiremos por la que contiene el bolo a
inyectar.

Para introducir la aguja, primero dilatamos las venas de la cola
exponiendo al animal a una ldmpara de calor mientras esta
dormido y posicionado en la cama de anestesia. Colocamos la luz
de calor a una distancia prudencial del animal comprobando la
temperatura poniendo nuestra propia mano bajo la luz. Una vez
dilatadas las venas de la cola, podemos pasar una gasa
ligeramente humedecida en alcohol al 70% por la cola para
aumentar la vasodilatacion, consiguiendo que los vasos venosos
sean mas visibles.

La aguja debe introducirse suave y paralelamente a la vena
con el menor dngulo de entrada posible para no traspasarla, con el
bisel siempre hacia arriba. La aguja entrara en la vena solamente
unos pocos milimetros. Pulsaremos el émbolo de la jeringuilla
para introducir suero en la venayy si este se desliza suavemente sin
oponer resistencia, habremos tenido éxito. Si opone resistencia y
presionamos, el suero se extravasara formando un abultamiento
bajo la piel,impidiendo la vision de la vena en esa zona. Por ello es
recomendable no forzar el émbolo, si estamos dentro de la vena
apenas habra que hacer presién para pulsarlo. En caso de fallar en
la colocacion de la via, repetiremos el proceso en una parte de la
vena mas craneal a la del primer intento y asi sucesivamente si
hubiera que repetir el procedimiento.

Una vez estemos seguros de que la via estd bien puesta,
fijamos la aguja de la palomilla a la cola con pegamento tisular
para evitar que se salga o mueva. Ahora podemos conectar ala via
la jeringuilla que contiene el contraste, cuando tengamos todo
preparado en el equipo paraadquirirlasimagenes ecograficas.

Los agentes de contraste tienden a formar una fase, por lo que
las microburbujas pueden flotar y acumularse en la parte superior
de la jeringuilla. Una suave agitacién a mano puede ayudar a
mantener las microburbujas suspendidas en la solucién para la
infusion.

Obtencion de laimagen

Aplicamos gel ecografico atemperado previamente en un
calentador de botellas sobre el vientre del animal, de forma
uniforme y evitando que contenga burbujas en su interior para

optimizar la transduccién de los ultrasonidos y no tener artefactos
enlaimagen.

Realizaremos la exploracién del pancreas del animal en busca
del tumor que en este caso suelen ser masas esferoides, algunas
veces de naturaleza quistica con contenido liquido. Su aspecto es
diferente al del resto del pancreas por diferencia de ecogenicidad,
normalmente se verdn mas oscuros (hipoecogénicos) que el
pancreas sano. No presentan un patrén ecografico especificoy se
diagnostican por su ubicacion, ya que es dificil confirmar
ecograficamente una unién con el parénquima pancreético'. La
identificacion de tumores pancreéticos se complica ain mas si
hay inflamacion, la pancreatitis aguda se muestra como focos
hipoecogénicos que corresponden a zonas de edema e
inflamacion y en la crénica aparecen zonas hiperecogénicas
debidoalafibrosis o presencia de calcificaciones.

Para localizar el pancreas colocamos la sonda en posicion
transversal en la zona mas craneal del abdomen y hacemos lentos
barridos de arriba abajo y de izquierda a derecha recorriendo el
vientre del animal. El pancreas en los ratones es un érgano difuso
que aparece en la zona media y alta del abdomen muy préximo a
otros 6rganos; lo observaremos caudal al higado, rodeando a los
rinones, junto al bazo, posterior al estémago, etc. Es una
estructura de margenes poco definidos e hiperecogénica con
respecto alacortezarenaly al higado (ver Figura 5).

Imagen suministrada por la autoria

Figura5.-Imagen ecografica abdominal de un ratéon transgénico con
adenocarcinoma ductal de pancreas.



Esta distribucién y su ecogenicidad similar a la de la grasa
mesentérica adyacente complica su exploracion ecogréfica.
Ademas, parte del pancreas puede estar oculto tras el duodeno y
el estémago que suelen tener unalto contenidoen gas'".

Una vez localizado el tumor lo observaremos con la sonda
tanto en corte transversal como longitudinal para comprobar su
magnitud tridimensional.

Dejamos el transductor estatico y sujeto en el brazo mecanico
manteniendo una pequena cantidad de gel entre el transductory
el animal mostrando en el monitor el plano de corte con laimagen
del tumor que vamos a analizar. A continuacion, iniciaremos una
adquisicion de video (15-20 frames por segundo) en modo de
contraste no lineal para poder ver la llegada y entrada del agente
al tumor tras la inoculacion del bolo. Inyectamos el contraste
despacio durante 5 segundos manteniendo la jeringuilla en la
canula que conecta con la aguja de palomilla hasta que todo el
video haya sido adquirido y grabado (ver Figura 6). Es aconsejable
una vez hemos terminado la adquisiciéon de imagenes, lavar la via
intravenosainyectando entre 20y 30 pl de suero salino estéril.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Inyeccion del contraste y adquisicion de lasimagenes.

El nimero de adquisiciones estd limitado por el volumen
maximo de fluido que se le puede administrar al animal durante
una sesion, que esta condicionado a su vez por la edad y peso del
animal. Siempre que tengamos dudas al respecto habréd que
consultar las especificaciones del protocolo que se ha aprobado.

Imagen suministrada por la autoria

Figura7.- Perfusion del tumor por inyeccion del agente de contraste. A la
izquierda tumor muy vascularizado, a la derecha tumor poco
vascularizado.

Analisis de las imagenes obtenidas y postprocesado

En nuestro estudio podemos individualizar la estructura
donde queremos cuantificar la cantidad de contraste que ha
llegado revelando el grado de microvascularizacion del tumor
(ver Figura 7). Todo el procedimiento de llegaday distribucion del
contraste se graba en video para poder reproducir en el
seguimiento longitudinal los mismos parametros y
posicionamiento y asi poder comparar los cambios en la
vascularizacién de ese tumor, por ejemplo, tras un tratamiento
con agentes antiangiogénicos (ver Figura 8).

Imagen suministrada por la autorfa

Figura 8.- Analisis comparativo de intensidad de contraste en dos zonas
distintas del tumor con el software Vevo LAB.

Las variables cuantificables en este tipo de estudios con
contraste son:

- Peak Enhancement (PE), se muestra en db (unidad) y en
unidades arbitrarias (a.u.): es la relacion entre el valor en la
meseta y el valor de contraste basal y se traduce en una
medida del volumen sanguineo relativo.




ANIMALES DE LABORAT
OTONO 2020 / NUMERO 87

- Timeto Peak: es |la cantidad de tiempo que tarda la intensidad
de contraste en alcanzar el valor de meseta. Esta es una
medidade lavelocidad relativa de lasangre.

Para realizar estudios comparativos en el tiempo en el mismo
sujeto y comparar entre un sujeto tratado y uno control podemos
utilizar esta cifra de cambio de intensidad que se puede
correlacionar con la cantidad de contraste que hay dentro del
tumor y que es equivalente a la microvascularizacion generada o
destruida dentro del tumor (ver Figura9).

Imagen suministrada por la autoria

Figura9.-Imagen de un tumor antes de inyectar el contraste y tras la
inyeccion, ala derecha se observa la gréfica donde se representa
elincremento deintensidad que aparece tras el contraste.

VENTAJAS E INCONVENIENTES

La ventaja fundamental de la ecografia de contraste es que
nos facilita diferenciar el grado de vascularizacién en tiempo real
in vivo, de forma no invasiva. En especial, podemos obtener
informacion cuantificable de los vasos mas pequefos cuyo
estudio no es posible con una ecografia de efecto Doppler, la cual
necesita un calibre de vasos mucho mas grandes que los
existentes en un tumor. Por tanto, en el campo de la oncologia es
una herramienta de gran utilidad para monitorizar los procesos de
neoangiogénesis asociados al crecimiento tumoral y para hacer el
seguimiento de terapias anti-angiogénicas en modelos
experimentales. En el caso de los tumores pancreaticos es una
herramienta muy Util pues se caracterizan por una alta densidad
de microvascularizacion muy deteriorada y con pobre perfusién
distribuida de manera heterogénea', lo que dificulta su
observacion con otros métodos.

Con respecto a otras técnicas de imagen, es una técnica con
bajo costeylo mésimportante para el bienestaranimal, segura.

Por otra parte, no es un procedimiento libre de
inconvenientes. A nivel préactico, es una técnica que requiere
bastante tiempo para su realizacién y andlisis, mas si el estudio
consta de muchos animales con varios tumores cada uno. La corta
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vida de las microburbujas en circulacién (el tiempo de lavado
completo es de 15-20 minutos en ratones) no deja mucho margen
de error y ademds la complejidad a nivel técnico requiere de
personal con mucha experiencia tanto en ecografia como en
manejo de ratones de experimentacion. Es necesario un operador
entrenado para sacar todo el rendimiento que la técnica ofrece.

CONCLUSION

Utilizamos la ecografia de contraste en vez de ecografia sin
contraste porque puede mostrar la diferencia entre tejidos sanosy
patolégicos. En el caso de los tumores, la diferencia se debe
principalmente al hecho de que el cancer, en principio, presenta
maés flujo sanguineo, por lo que en una ecografia de contraste
puede aparecer mas brillante que el tejido normal o desaparecer
de la sangre méas rapido que la parte normal circundante. Sin
embargo, se requiere experiencia para interpretar estas
imagenes, ya que otras patologias o estructuras podrian también
tener un patrén de contraste similar. Aun asi, es una herramienta
muy util para el diagnéstico y seguimiento de los cambios en la
microvascularizacion tumoral, que a pesar de ser técnicamente
compleja con un buen entrenamiento se consiguen resultados
reproduciblesy satisfactorios de maneraincruenta.
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La comision nacional de Bienestar Animal

Xavier Manteca Vilanova

Catedrdtico del Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos, Facultad de veterinaria, Universitat Autonoma de Barcelona

Palabras clave: comision, bienestar, veterinaria.

Prélogo

En este nimero incluimos un articulo de nuestro companero
Xavier Manteca Vilanova, aprovechando su participaciéon en la
Comisién Nacional de Bienestar Animal organizada por la
Organizacion Veterinaria Colegial (ver noticia).

Xavier Manteca obtuvo su licenciatura y doctorado en
veterinaria en la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB) y realizé
su master de especializacién en comportamiento animal aplicado y
bienestar animal en la Universidad de Edimburgo (Escocia).
Diplomado por el Colegio Europeo de Bienestar Animal y Medicina
del Comportamiento (ECAWBM, del inglés European College of
Animal Welfare and Behavioural Medicine). Actualmente, es
catedratico del Departamento de Ciencia Animal y de los Alimentos
de la facultad de veterinaria de la UAB, donde imparte clases de
etologiay bienestaranimal.

Sus principales lineas de investigacién hacen referencia al
comportamiento y bienestar de los animales de produccién. Ha
sido miembro de varios grupos de trabajo del Panel de Salud y
Bienestar Animal de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
y ha publicado alrededor de 100 articulos en revistas
internacionales de prestigio.

Unsaludo,

Jesus Martinez Palacio

La Comisién Nacional de Bienestar Animal (CNBA) fue creada
por el Consejo General de Colegios Veterinarios de Espana (CGCVE)
y celebré su primera reunién el 20 de febrero de 2018. La creacion de
la CNBA responde al compromiso adquirido por el CGCVE durantela
Conferencia Veterinaria y Bienestar Animal que tuvo lugar en
Almagro en noviembre de 2017.

La CNBA tiene como objetivos principales convertirse en
interlocutora sobre temas de bienestar animal de Colegios y
veterinarios, responder a la creciente conciencia ciudadana sobre el
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bienestar de los animales, y promover el liderazgo de la profesion
veterinaria en este ambito, impulsando el compromiso ético de los
veterinarios en lamejora de las condiciones de vida de los animales.

Como parte de sus actividades, la CNBA elaborard documentos
basados en evidencias cientificas sobre temas concretos que sean
de interés para la profesion veterinaria en el ambito del bienestar
animal, incluyendo (entre otros muchos) un documento sobre el
maltrato de animales de compaiiia. Asi mismo, también elaborara
documentos de interés general con el objetivo de informar a la
opinién publica sobre la importancia del bienestar animal y su
relaciéon conlasalud delas personas.

La CNBA particip6 en la organizacion de la Segunda
Conferencia de Bienestar Animal que se celebré en Zaragoza en
noviembre de 2018. Cuando la situacion sanitaria lo permita, la
CNBA tiene como objetivo organizar la tercera conferencia sobre el
tema.

La CNBA esta integrada por Luis Alberto Calvo Saez (Presidente
del CGCVE y presidente de la CNBA), Rufino Rivero Hernandez
(Secretario General del CGCVE y secretario de la CNBA), José Ramén
Caballero de la Calle (Consejero del CGCVE y vocal de la CNBA),
Gonzalo Moreno del Val (Consejero del CGCVE y vocal de la CNBA),
Antonio Palomo Yague (vocal de la CNBA), Xavier Manteca Vilanova
(vocal de la CNBA), Jesus de la Fuente Vazquez (vocal de la CNBA) y
Alfredo Fernandez Alvarez (vocal de la CNBA).

El bienestar de los animales ha adquirido una importancia
creciente en los Ultimos afos, y la profesion veterinaria tiene la
oportunidad y la responsabilidad de contribuir de manera decisiva
a mejorar el bienestar de los animales en tanto que son seres
sintientes. Para ello, la CNBA considera imprescindible impulsar la
formacion sobre bienestar animal de los veterinarios y espera
contribuir a dicha formacién, aunando el rigor cientifico con una
vision practica.

- Saber mas: https://www.diarioveterinario.com/t/2093700/definiran
-concepto-bienestar-animalfacilitartrabajoveterinario?utm_source=
newsletter&utm_medium=email&utm_campaign=Newsletter%20
www.diarioveterinario.com
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¢ Cuanto gastan las empresas en prevencion?

Jesuis Martinez Palacio
Técnico Superior en Prevencion de Riesgos Laborales

Palabras clave: prevencion, gasto, coste.

Los técnicos de Prevencion en Riesgos Laborales siempre
decimos que en Prevencion no se gasta, se invierte. Son
muchisimos los estudios del coste de la 'no prevencién' (bajas
laborales, indemnizaciones, pérdidas de tiempo y materiales...).
Pero sin embargo son muy pocos los que han estudiado lo que
verdaderamente lasempresas gastan en prevencion.

Hoy os resumo un articulo reciente’ en el que han estudiado
este tema en Canada. Lamentablemente, no tenemos datos de
Espana, pero la creciente globalizacion nos hace pensar en que la
situacion podria ser muy similar.

- De promedio, las empresas canadienses gastan unos 900¢€ al
afno por trabajador en prevencién de riesgos laborales (PRL). Si
lo analizamos por sectores, en el sector sanitario el gasto baja
hasta los 705€; bajariamos ain mas si nos apuntamos a la
administracion publica (en muchos casos es asi), hasta los
687€; y el récord absoluto, lo tenemos si nos apuntamos al
sector de investigacion con un gasto promedio de 592€ por
empleadoyano.

- Sicalculamos un coste laboral promedio (1.764 horas anuales
a 15€/h en Espafna y a 17€/h en la zona Euro y 900€ de gasto
promedio en PRL) veremos que el gasto en prevencion por
trabajador y afio va del 3% al 3,4% (zona Euro y Espafa
respectivamente) del total, ;mucho? o ;poco?

Otra manera de verlo es en qué se gastan esos 900€ de
manera intuitiva; jcudl pensdis que es el mayor gasto en
prevencién? pues os lo cuento yo. El principal coste corresponde a
la organizacion, gestion y gastos de personal que se llevan un
58%. Después |la formacion y entrenamiento de trabajadores, con
un 22% del gasto. Los materialesy equipos de proteccién sellevan
un 14% del presupuesto. La inversiéon en equipos de proteccién
sube hasta el 4%. Finalmente, se gasta un 2% en servicios
profesionales externos.

Enfin, unos datos, espero que os hayan interesado.
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Como gestionar una colonia de ratones

Ma José Peinado Cahuchola
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa

Palabras clave: destete, genotipado, colonia.

Minombre es M2 José y trabajo como técnico en el animalario
del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBMSO). En este
articulo os mostraré uno de los trabajos fundamentales en un
animalario:la gestién de las colonias de ratones.

En mi centro, la gestion se puede llevar a cabo tanto para el
propio animalario manteniendo un pequeno stock de animales
que utilizamos para renovar cruces, realizar rederivaciones y/o
criopreservar embriones; como prestando servicio a grupos/
laboratorios de investigacion—como, posiblemente, ocurra en la
mayor parte de los centros, donde los técnicos nos ocupamos dela
gestiony mantenimiento de los animales WT y/o transgénicos—.

Antes de comenzar con el fundamento de la técnica, es
importante tener en cuenta la fisiologia reproductiva del ratén. La
madurez sexual en los machos es de 6-8 semanas y de 4-6 semanas
en las hembras. Las hembras pueden tener una vida sexual de
hasta 14 semanas, si son demasiado mayores no nos van a servir
paratalfin.

También vamos a necesitar material especifico como son:
marcadores de orejas (ver Figura 1), pinzas, tubos eppendorf,
papel de filtro, etanol 70%, cauterizador (ver Figura 2) y
enriquecimiento ambiental.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Dos tipos de marcadores de orejas.

Figura 2.- Cauterizador.

Empezamos cruzando los animales indicados segun los
genotipos de interés (previamente se ha realizado una PCR en el
laboratorio). Para ello, en una cubeta colocamos a los animales
correspondientes; lo mas comun en nuestro centro es que sean
parejas (macho x hembra) o trios (macho x 2 hembras). jNo
debemos olvidar el enriquecimiento ambiental!

Lacronologiaaseguireslasiguiente:

- Alos 19-21 dias, aproximadamente, después de que se haya
producido la fecundacién, tenemos la primera camada (ver
Figura 3). Podemos ir haciendo un seguimiento visual de la
gestacion de la hembra o mirar si existe el tapén vaginal
mucoso traslamonta.

- - N
Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Camada de ratones recién nacidos.



Alos 21 dias destetamos la camada (ver Figura 4), sexamos los
animales para separar los machos de las hembras y los
colocamos en cubetas formando grupos diferenciados. Hay
que tener en cuenta la cantidad de animales por cubeta segun
las dimensiones que vienen reflejadas en el Real Decreto
53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
bdsicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados
en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.
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Figura4.- Camadade 21 diasde edad.

Preparamos todo el material en un papel de filtro y rotulamos
los tubos eppendorf® con los datos de nuestros animales (n°
animal, linea, sexo).

Inmovilizamos al animal y con un marcador realizamos las
muescas en las orejas correspondientes a la numeraciéon que
vayamos a hacer para poder identificarlos (ver Figura 5). En
nuestro centro usamos un método que minimiza la cantidad
de muescas realizadas con combinaciones de unidades y
decenas (p.Ej.4+1+10=15).
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Figura5.- Esquemaempleado para el marcaje delas orejas.

- Una vez acabamos de marcar al animal, limpiamos el
marcador con un papel con etanol 70% para utilizarlo en el
siguiente animal y, asi, evitar contaminaciones por el material
genético previo.

- Después de haber identificado al animal, necesitamos un
poco de tejido para realizar el genotipado y saber qué hemos
obtenido tras el cruce. Para ello tenemos dos opciones:
aprovechar el tejido de las orejitas al hacer la muesca
(recomendado) o hacer una pequena biopsia de cola con el
cauterizador.

- Con la pinza limpia, metemos la biopsia en el tubo rotulado
correspondiente y lo guardamos en nevera a 4°C hasta
realizar la PCR. Si vamos a tardar un periodo largo de tiempo
en procesarla es conveniente guardarlaa-20°C.

- Tras conocer los genotipos obtenidos y los animales que
queremos obtener, volveremos a realizar el mismo
procedimiento.

Esta es una de las tareas basicas que realizo en mi dia a dia.
Espero, atodos los que empezais en este mundillo, haberos hecho
Ilegar unas nociones bdésicas sobre un procedimiento
fundamental en el trabajo de un técnico de animalario.
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Colitis por toxico en raton (DSS):
Dextrano Sulfato Sédico
Colitis por estrés en el Investigador (DSS):
Demostrando que las Solucion es Simple

Victor A. Almendariz'” y Rafael Alayén®

'Instituto Universitario de Salud Animal y Sequridad Alimentaria, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
“Servicio Experimentacion Animal, Unidad de Investigacion, Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin

Palabras clave: cancer colorrectal, Dextrano Sulfato Sédico,
dextranasa.

Existen evidencias cientificas sobre la relaciéon entre
enfermedades inflamatorias crénicas del coléon como el sindrome
de Crohn o la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD, del inglés
Inflammatory Bowel Disease), con la incidencia de carcinoma
colorrectal.

Conelfindeinvestigar nuevas terapias preventivas para dicho
proceso tumoral, se han testado los potenciales terapéuticos de
probidticos de varias cepas de Saccharomyces boulardii, en un
modelo murino de colitis y carcinoma colorrectal inducido. Para
ello, se siguié un protocolo ampliamente usado en lainduccion de
carcinomas, en el que se inyecta Azoximetano (AOM) -mutageno
usado en oncologia experimental para causar tumores de colon
en animales de laboratorio—, seguido de la administracién de
Dextrano Sulfato Sédico (DSS) —agente con efectos téxicos
directos sobre el epitelio del colon— con el fin de provocar colitis a
losanimalesy favorecer la carcinogénesis.

Actualmente, en modelos murinos, existen multitud de
ensayos que situan al DSS como proinflamatorio idéneo. Dicho
compuesto se administra por via oral, en una solucién que puede
variar entre el 1% y el 3%, en funcién de la susceptibilidad de la
cepaderaténempleaday del grado de colitis deseada.

El estudio citado se llevé a cabo testando el probiético en
ratones de estirpe C57BL/6 (cepa probada con éxito con este
método para la induccién del carcinoma colorrectal),
estableciendo tres grupos con una n=8 en cada grupo: Grupo
control (GC) con agua potable ad libitum; Grupo con AOM + DSS
(GA); y Grupo con Saccharomyces boulardii+ AOM + DSS (GPA).
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Este ensayo durd 12 semanas y se dividio en tres ciclos de
administracion de DSS, con administracion previa del probidtico
dos semanas antes del primer cicloy hasta el final del estudio en el
grupo GPA. Ademas, 2 dias antes del primer ciclo de DSS, se
inyectd el agente mutdgeno AOM en los grupos GA y GPA. Cada
ciclo de DSS consta de 1 semana de administracion en el agua de
bebida adlibitum, seguida de dos semanas de“descanso”.

Los animales pertenecientes al grupo GPA recibieron el
probiético en forma liofilizada en los pellets de su dieta
convencional de mantenimiento, a una concentracién de 2,5x10’
UFC/gdurante 87 dias.

Para la administracion del AOM se opt6 por usar una dosis de
10 mg/kg, a una concentraciéon que garantizara dicha dosis en un
volumen de inyeccién intraperitoneal de 0,25 ml/animal. El téxico
se disolvid en solucién salina al 0,9% y se administrd a los grupos
GA y GPA. Respecto al DSS, se optd por un peso molecular de 40
kDay una concentracién de 2,5% en agua destilada estéril.

Teniendo en cuenta que cada raton bebe en tornoa4 mi/diay
que en cada cubeta hay 4 ratones, se les introducian biberones
con 150 ml de DSS al 2,5% en el primer dia de cada ciclo, y se
retiraban en el dia 7 cambidndolos por otros con agua potable.

Una vez llevado a cabo el disefio experimental, se
contrastaron los resultados de los grupos GA con estudios previos
de otros grupos de investigacion, realizados con probidticos
similares empleando el mismo modelo de colitis mas carcinoma
colorrectal inducido. En éstos, el 100% de los ratonesinducidos
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con DSS presentaban heces sanguinolentas y diarrea; sin
embargo, en nuestro grupo GA, sélo el 15% de los animales
presentaron los mismos signos. Ademas, en los estudios de otros
grupos de investigacion el porcentaje de animales con carcinoma
colorrectal eradel 75%, frente al 0% de los individuos del grupo GA
del presente estudio.

A la vista de los resultados tan inesperados, se decidié
investigar la causa de este hecho.

:{YTUQUEOPINAS?

;Qué ha podido ocurrir?

¢Se han seguido los protocolos de manera rigurosa?
{El material usado estaba en correcto estado?
iPropondrias cambios en el disefio experimental?
SOLUCION

Con el fin de entender los resultados obtenidos, se tuvo en
cuenta que para este disefo experimental existen algunos pasos
que requieren preparaciéon de reactivos; por lo que es de vital
importancia examinar dicho proceso y asegurar el riguroso
seguimiento de los protocolos de preparacion y conservacion de
los compuestos usados.

Ante la llamativa baja incidencia de colitis del grupo GA
respecto a otros estudios, se sospecha de un fallo relacionado con
laadministracion de DSS. Analizando nuevamente el protocolo, se
decide ampliar la informacién y comparar en profundidad las
referencias bibliograficas consultadas para estudios similares,
observandose que los kDa de la molécula de DSS son de vital
importancia respecto a parametros como: alcance, localizacion de
las lesiones o actividad patégena. Tras la revision, esta hipotesis
quedd descartada debido a que el DSS usado presenta un peso
molecular de 40 kDa, estando dentro del rango util recomendado
de estamoléculacomo inductor de colitis.

Al releer el protocolo descrito por Neufert et al.', nos dimos
cuenta que existe unimportante detalle que no consideramos; los
biberones con DSS se deben cambiar con disolucion fresca de DSS
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cada dos dias en cada ciclo, mientras que en nuestro disefio los
biberones fueron llenados una tGnica vez por ciclo (ver Figura 1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura1l.- Grupos de ratones macho C57BL/6 con sensibilidad moderada
frente a DSS para el desarrollo de colitis (Neufert, C.,et al. 2007).
A. Con administracion de DSS (40 kDa, 2,5% en agua destilada
estéril) y renovacion de la solucién cada 48 h. Obsérvese la
presencia de manchas de sangre (tipico de la colitis generada
con este modelo) en el papel de celulosa empleado como
enriquecimiento. B. Con administracion de DSS, pero sin
renovacion a lo largo de una semana. No se observan manchas
desangre.

Légicamente, se pensé que el tiempo, la temperatura y/o
algunos microorganismos jugaban a favor de una posible
degradacion de la disolucién de DSS. Inicialmente, se senalo a la
floraintestinal como sospechosa de la alteracion de su estructura,
pero quedd descartada, ya que diversos estudios demuestran que
no afectaasu eficacia.

Tras una intensa busqueda, se encontré una posible
explicacion relacionada con la enzima dextranasa. Profundizando
en el tema, se comprobd que estas enzimas lisan el dextrano
provocando una pérdida de funcién y disminuyendo los kDa de
las moléculas de DSS. Estas enzimas pueden estar producidas por
diversos hongos ambientales comunes, como algunas especies
de Penicillium spp, Candida spp.’, y algunas bacterias ampliamente
extendidas como las del género Lactobacillus spp. o Streptococcus
spp.”’. Sabiendo esto, el grupo experimental tomé algunas
decisiones para futuros experimentos:

1. Los biberones en los que se administra el DSS deben estar
esterilizados para evitar transportar cualquier agente del
medio que pueda alterar la estructura del DSS.



2. Losbiberones esterilizados deben rellenarse con una solucion
fresca de DSS cada 2 dias, con el fin de evitar contaminacién
por parte de la microbiota oral y del ambiente, interfiriendo
con el normal desarrollo del estudio como se indica en los
protocolos sobre el modelo murino de induccién de la
carcinogénesis de colon'.

BIBLIOGRAFIA

1. Neufert C.,, Becker C., and Neurath M.F. An inducible mouse model of
colon carcinogenesis for the analysis of sporadic and inflammation-
driven tumorprogression. Nature Protocols.2007;2(8),1998-2004.

2. Huang R. Zhong L., Xie F., et al. Purification, Characterization and
Degradation Performance of a Novel Dextranase from Penicillium
cyclopium CICC-4022. IntJ Mol Sci. 2019;20(6):1360.

3. Bailey R.W., Hutson D.H., and Weigel H. The action of a Lactobacillus
bifidus dextranase on a branched dextran. Biochem J. 1961;80(3),514-9.

4. lgarashi T., Morisaki H., and Goto N. Molecular characterization of
dextranase from Streptococcus rattus. Microbiol Inmunol.
2004,48(3),155-62.

Todo lo que
necesitas saber

Anunciate en ANIMALES DE LABORATORIO,
la revista de habla hispana mas importante del sector,
y posiciona tus productos directamente
en manos de los animalarios.

sociedad espanola

para las ciencias

del animal de laboratorio
I ——————

www.secal.es


https://secal.es/

Washing & Contamination Control Systems for Laboratory Animal Science. -

Allentown is proud to introduce our newest line of Washing & Contamination Control Systems for the Laboratory Animal
Science Industry! As an end-to-end Solutions Provider, dedicated to fulfilling the needs of all segments of our industry,
these new solutions have been designed and engineered to provide the highest levels of efficiency and flexibility
available on the market today. Our current line of Washing & Contamination Control products includes:

Cabinet Washers / Rack Washers / Tunnel Washers / Air Showers / Decontamination Chambers
Transfer Stations / Pass-Through Boxes / Bottle Processing Equipment

=Allentown=

email: sodispan@sodispan.com

teléfono: 629 039 890 WWW.SODISPAN.COM



http://www.sodispan.com/

Transmision de caracteres genéticos

1.2,3

Jordi Pérez Tur
'"Unitat de Genética Molecular, Institut de Biomedicina deValéncia-CSIC

“Centro de Investigacion Biomédica en Red en Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED)
’Unidad Mixta de Neurologia y Genética, Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe

Palabras clave: distancia genética, mapa genético,
recombinacion.

INTRODUCCION

El 25 de abril de 1953, Francis Crick y James Watson publicaron
la estructura tridimensional del ADN en un articulo de poco mas
de una pagina en Nature'. Ese trabajo se gest6 en el Laboratorio
Cavendish del MRC, en la Universidad de Cambridge (Reino
Unido) y supuso el inicio de lo que hoy conocemos como Biologia
Molecular. Uno de sus principales artifices fue el sudafricano
Sydney Brenner quien pudo observar de primera mano la
estructura descrita por Watson y Crick en su laboratorio en una
experiencia que resulté “iluminadora” segun cuenta’ y que le hizo
dedicar su carrera a conocer cémo funciona la maquinaria celular
encargada de interpretar las instrucciones de los genes para
generar un organismo y, mas especificamente, cdmo esas
instrucciones gobernaban el neurodesarrollo. Fue Crick quien,
pocos anos después del descubrimiento de la doble hélice
enuncié el Ilamado Dogma Central de la Biologia en una
conferencia publicada después’, publicacién en la que participé
de manera informal el propio Brenner. En ese trabajo también se
propuso la que Crick denominé Hipdtesis de la Secuencia segun la
cual la secuencia de bases del ADN codificaba los aminoacidos
que iban a formar parte de las proteinas. Estas dos hipotesis se
propusieron sin evidencia cientifica directa que las apoyara, Crick
se basé enresultados previos que apoyaban su formulacion si bien
sin desarrollar la experimentacion necesaria para demostrarlas de
manera concluyente. A partir de ese momento, diversos hallazgos
fueron sentando las bases para determinar los mecanismos
moleculares implicados en la transmision de la informacion
genética en los organismos incluyendo el descifrado del cédigo
genético.

Mas tarde, en 1972, los experimentos del equipo de Paul Berg
demostraron que era posible combinar ADN de diferentes
fuentes’, hallazgo que permitié posteriormente a Herbert Boyer y
a Stanley Cohen demostrar que esas moléculas de ADN podian
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introducirse en bacterias y reproducirse en ellas’. Con estos
experimentos, comenz6 la ingenieria genética, la principal
herramienta que ha permitido estudiar la funcién de los genes
gracias a la tecnologia del ADN recombinante. Una de las
herramientas mas potentes que se han generado a partir de esta
tecnologia es la de la generaciéon de modelos transgénicos,
organismos animales modificados genéticamente, para facilitar el
estudiodelafunciéndeungendeinterés.

En este trabajo, repasaré las bases moleculares y tedricas de
los mecanismos de herencia que deben tenerse en cuenta a la
hora de disenar e interpretar adecuadamente la experimentacion
con el uso de estos modelos, asi como las fuentes de variabilidad
queexisten en los modelos.

LA HERENCIA DE LOS CARACTERES: DE CONEJOS, GUISANTES
Y RATONES

Hacia el final del siglo XIX, Walter Heape demostré que era
posible transferir embriones entre dos hembras de conejo de
diferentes razas y que esa transferencia producia animales viables’.
El desarrollo posterior de diferentes técnicas importantes como la
capacidad de manipular embriones in vitro, de introducir material
foraneo en oocitos y el cultivar estos fuera del organismo, permitié
que, en 1981, Gordon y Ruddle demostraran que era posible
introducir material genético en un mamifero y conseguir que ese
material fuera transmitido a su descendencia’. Ese hallazgo supuso
el pistoletazo de salida para la generalizacion del uso de la
transgénesis como una herramienta fundamental en el estudio de
lafuncién delos genesde un organismo.

Durante siglos, el ser humano ha estado aplicando conceptos
propios de la herencia genética en su propio beneficio. Hace méas de
6.000 anos, unas tablas babilonias ya mostraban una estirpe de
caballos con caracteristicas heredables. Igualmente, hay evidencias
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de cémo se cruzaban variedades de plantas para obtener otras
nuevas con las caracteristicas deseadas. Por otro lado, tanto
Hipdcrates como Aristoteles postularon que los caracteres se
pasaban de los progenitores a sus descendientes. Sin embargo, las
bases y los mecanismos moleculares que gobernaban estos
procesos no fueron conocidos hasta el desarrollo de lo que hoy
conocemos como genética.

Esta disciplina surge, oficialmente, en 1865 con la publicacion
de los hallazgos de Mendel®. Este monje trabajé con un organismo
modelo: guisantes. Mediante un minucioso y paciente trabajo
realizando polinizaciones, retropolinizaciones y polinizaciones
cruzadas, pudo determinar las que hoy se conocen como leyes de
Mendel o de segregacién de los caracteres. Lo que Mendel
determind con cierta fortuna (que después despertaria suspicacias
sobre su trabajo, llegando a acusarsele de ajustar los datos a su
teoria) fue que los caracteres se transmitian de progenitores a
descendientes siguiendo sus principios: el de uniformidad, el de
segregacion y el de transmision independiente. Estudios muy
posteriores, revelaron ciertas excepciones a estos principios, asi en
el caso del primero de ellos, la determinaciéon de que ciertos
caracteres se expresaban con mayor o menor intensidad entre
progenitores y descendientes o que su expresion no era
Unicamente dependiente de su presencia, llevé a los conceptos de
expresividad y penetrancia de los caracteres. Igualmente, el
concepto de alelo es posterior, si bien ya se adivinaba en los trabajos
de Mendel.

Los principios de Mendel, ademas de significar el inicio de la
comprension de la heredabilidad de los caracteres, fueron también
relevantes por su precision y por la meticulosidad de su disefio.
Mendel se preocupé de seleccionar bien sus tipos parentales,

Tabla 1.-Tipos de herencia genética de tipo mendeliano.

asegurandose de que se trataba de lineas puras de manera que una
generacion tras otra, los siete caracteres que él estudio (altura de la
planta, forma de la vaina, color de la vaina, forma del guisante, color
del guisante, color de la flor, y posicion de la flor) se mantuvieran
inalterados. Sin saberlo, aunque posiblemente intuyéndolo, senté
las bases de la necesidad de disponer de modelos de fondos puros,
en contraposiciéon a formas hibridas, para el estudio sistemético de
los caracteres.

Pero los trabajos de Mendel también sirven de ejemplo por su
tenacidad, pasando varios afios para permitir la recogida de un
volumen suficiente de datos, o por su uso de la estadistica,
demostrando la necesidad de un nimero suficiente de
observaciones para interpretar de manera precisa los datos
recogidos.

Cabe decir también que Mendel fue afortunado, puesto que
todos los caracteres que estudié se encontraban codificados, cada
uno de ellos, en un Unico gen, y ademas, segregaban de manera
independiente. ;Qué hubiera sucedido si se hubiera dedicado a
estudiar caracteres gobernados por genes sin un patrén de
herencia tan claro o por genes que se encontraran fisicamente
cercanos? De haber sucedido esto ultimo, hubiera identificado
como determinadas parejas de caracteres se transmitian de
preferencia juntas, reflejando la cercania fisica de los genes que las
determinan.

Mendel puso en evidencia los principales modos de herencia
de caracteres gobernados por un Unico gen: herencia dominante y
herencia recesiva. Estos son claramente los modos de herencia
mayoritarios, pero no son los Ginicos que existen (verTabla 1).

Tipo de herencia

Definicion

Ejemplos (en humanos)

Autosémica dominante

El caracterlo presentan porigual loshomocigotosy los heterocigotos.

Enfermedad de Huntington

Autosémica recesiva

El caracter solamente se presenta en homocigosis.

Enfermedad de Parkinson
debida a mutaciones en PARK2

Codominante

Ambos alelos se manifiestan en el caracter.

Grupo sanguineo ABO

Ligada al X, dominante

El gen que determina el caracter es dominante, pero se encuentra en el
cromosoma X lo que implica que se manifestara tanto en machos como en
hembras. Generalmente, el efecto en machos es mas agresivo que en
hembras. En este caso, el macho transmite el caracter a las hembras de su
descendencia, nuncaalos machos.

Sindrome de Rett

Ligada al X, recesiva

El gen que determina el caracter es recesivo y se encuentra en el
cromosoma X. Esto hace que los machos se vean siempre afectados
mientras que en las hembras el caracter sélo aparece cuando ambos
cromosomas X presentan el alelo mutado.

Enfermedad de Menkes
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Tipo de herencia

Definicion

Ejemplos (en humanos)

Ligadaal Y o
Unicamente se de en machos.

El caracter depende de un gen situado en el cromosomaY, lo que hace que

Hipertricosis de la oreja

Mitocondrial

El caracter depende de un gen localizado en el ADN mitocondrial, lo que
conlleva que sea heredado, de manera casi exclusiva, por viamaterna.

Neuropatia 6ptica
hereditaria de Leber

Existen otros modos de herencia que siguen las leyes de
Mendel si bien con ciertas caracteristicas peculiares. Asi, mientras
los caracteres mendelianos clésicos presentan dos fenotipos
(dominante o recesivo), existen modos de herencia intermedia
(codominancia, dominancia incompleta) con tres fenotipos
posibles y también caracteres en los que pueden existir multiples
alelos que dan lugar a tres o mas fenotipos. Estos alelos se
transmiten seguin las leyes de Mendel si bien el fenotipo resultante
dependera de qué combinacién concreta aparece en el individuo.

LA HERENCIA DE LOS CARACTERES: ESCALA DE GRISES

Simultdneamente a la publicacién por Mendel de sus
hallazgos, Francis Galton publicé sus propias observaciones en
“Talento y cardcter hereditarios” en el que se dedicé a medir,
aplicando metodologia estadistica, diversos caracteres humanos,
fundamentalmente de caracter continuo (peso, altura, capacidad
pulmonar, agudeza visual y auditiva...) comparando su
presentacion en padres respecto a la de sus descendientes. El
redescubrimiento de los trabajos de Mendel a principios del siglo
XX supuso un encontronazo con el trabajo de los biometristas,
seguidores de |a escuela de Galton, hasta que Fisher demostré, en
su trabajo de 1918"La correlacion entre parientes en el supuesto de
herencia mendeliana"”, que determinados caracteres continuos
respondian a la herencia mendeliana no de un tnico gen, sino de
varios de ellos. Cada uno de forma individual seguia las leyes
establecidas por Mendel, pero la combinacién concreta de sus
alelos eralaquedarialugaral fenotipo estudiado por Galton.

La herencia no mendeliana puede responder al efecto de dos
0 unos pocos loci, herencia oligogénica, o bienaun nimero mayor
de genes, herencia poligénica, ademés de responder a
contribuciones de mayor o menor efecto del medio ambiente en
el que esas variaciones se dan. El término herencia multifactorial o
compleja se utiliza para englobar estas diferentes formas de
herencia no mendeliana en la que la importancia en el fenotipo
final de cada uno de los genes implicados, asi como de |os efectos
del ambiente, es variable, oscilando entre fenotipos debidos a un
gen con un efecto mas importante respecto al del resto de genes
implicados, a fenotipos que son debidos a multiples genes, cada
uno con una contribucién ala varianza relativamente pequena.
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Esta herencia multifactorial, o no mendeliana, también sirve
para explicar caracteres no continuos sino dicotémicos. En este
caso, el efecto poligénico no se observa en el grado de aparicion
del fenotipo, ya que este se tiene o no se tiene, sino en la
susceptibilidad a presentarlo. Este concepto, introducido por
Falconer durante los afos 70 del pasado siglo, implicaba la
existencia de un determinado umbral a partir del cual el fenotipo
se manifestaria.

Un caso especifico de herencia poligénica es la epistasia,
donde la presencia de determinados alelosen un geninfluyeenla
aparicion del fenotipo dependiente de otro gen. Cuando el
fenotipo resultante refleja la suma del efecto de los alelos
presentes en los distintos genes, se habla de herencia poligénica;
pero cuando resulta de una interaccion de esos alelos distintaa la
simple adicion de efectos, se habla de interaccion epistasica. El
caso extremo de interaccion epistatica se da cuando un alelo en
un gen enmascara el efecto de un alelo de otro gen, de manera
que el fenotipo relacionado con el segundo gen sélo se manifiesta
cuando existe un alelo permisivo en el primero.

Existen otras formas de herencia no mendeliana como son la
impronta genética, (expresion diferencial de un gen en funcién
del progenitor del que se herede el alelo), la existencia de alelos
multiples en un gen que causan un fenotipo intermedio en
funcién deladominancia establecida entre ellos, o la existenciade
alelos letales. Un caso distinto es el de la disomia uniparental ya
que supone una desviacién a la primera de las leyes de Mendel
dado que el descendiente hereda mas de un alelo de uno de sus
progenitores. En ocasiones, esta anomalia se refleja en la
existencia de un fenotipo determinado como, por ejemplo, la
trisomia del cromosoma 21 que origina el sindrome de Down. Sin
embargo, es muy frecuente que este tipo de variaciones genéticas
no presente alteracion del fenotipo. De hecho, existen mas de
9.500regiones en el genomadel ratén en las que puede darse este
tipodevariacion.

APARICION DE MUTACIONES: CUANDO LA ALEATORIEDAD
NORESULTA ALEATORIA

Dos son las principales fuerzas motoras de la existencia de
variabilidad genética en las poblaciones: la generaciéon de



cambios en la secuencia del ADN consecuencia de la tasa de error
gque acompanaala maquinaria encargada de copiar el ADN celular
y la existencia de procesos de intercambio de material genético
entre cromatidas hermanas durante la meiosis.

En cada gameto humano aparecen 38 mutaciones de novo, 3
pequenos indels, 1 mutacién que afecta al sitio de procesamiento
(splicing) del ARN mas algunas mutaciones de elementos
transponibles, inestabilidad en microsatélites, duplicaciones o
deleciones regionales, por ello se estima que cada individuo es
portador de unas 50 mutaciones de novo que aparecen durante la
formacién de gametos o bien post-cigéticamente'. Estas
mutaciones son, mayoritariamente, de origen paterno y se ha
observado un aumento en el nimero de ellas con una mayor edad
del padre. En el ratén de laboratorio, sin embargo, la tasa de
aparicién de nuevas mutaciones en el macho se reduce a la
mitad"”. Por otro lado, la tasa de aparicién de mutaciones
somaticas en el ser humano es de 4 a 25 veces superior a la tasa de
aparicién de mutaciones en la linea germinal”, mientras que es de
2 a 8 veces superior en el macho del ratén de laboratorio®. Pero
incluso en células en las que no se da la replicacién del ADN,
resulta posible |la aparicion de alteraciones somaticas en forma de
modificaciones epigenéticas que van acumuldndose con el paso
del tiempo. El efecto de estas mutaciones sera tanto mayor cuanto
mayor sea la vida media de un organismo debido a laacumulacion
de variantes potencialmente deletéreas.

Las mutaciones aparecen, en principio, de manera aleatoria.
Sin embargo, eso no implica que la probabilidad de aparicion de
una mutacion en el genoma sea uniforme. Existen determinadas
zonas del genoma en el que es mas probable que éstas aparezcan,
los denominados hotspots mutacionales™. De igual manera, esta
aleatoriedad tampoco es absoluta cuando pensamos en la
aparicién de mutaciones puntuales, mientras que hay el doble de
opciones de que aparezca una transversion (un cambio de una
purina por una pirimidina, o viceversa) que una transicion (el
cambio de una purina por otra o de una pirimidina por otra), la
realidad es que en la naturaleza se observa con mayor frecuencia
laaparicion de este Ultimo tipo de modificaciones. Esta separacion
de una forma completamente aleatorizada de aparicion de
mutaciones respecto a lo esperado, tanto en posicién como en
tipo, es debida en gran parte a la propia topologia de la molécula
de ADN, que deja zonas menos accesibles a ser mutadas, y al
mecanismo molecular que da lugar a las mutaciones puntuales, el
desplazamiento tautomérico durante la duplicacion del ADN que
acaba produciendo fundamentalmente transiciones y no
transversiones.
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Existen dos tipos de hotspots mutacionales. Aquellos que
dependen tanto de la secuencia nucleotidica especifica como del
mecanismo de mutagénesis, hotspots mutacionales intrinsecos,
frente a aquellos que son debidos a que la aparicion de
mutaciones en una regién concreta supone un beneficio desde
una perspectiva evolutiva. Los mecanismos implicados en los
hotspots mutacionales intrinsecos se encuentran tanto en la
secuencia de la regién implicada como en su efecto en los
mecanismos de replicacion y/o reparacion del ADN. En el caso de
pequenas repeticiones del ADN (homonucledtidos y
homopolimeros de unas pocas bases) parece que esta mayor
frecuencia mutacional es debida a un problema en el
alineamiento del ADN durante el proceso de replicacion.Tras este,
la maquinaria de reparacién actua anadiendo o eliminando un
numero concreto de unidades repetidas.

Por otro lado, cuando mutaciones en un punto concreto dan
lugar a fenotipos de los que resulta una ventaja competitiva para
sus portadores, se fija en la poblacién tanto la mutacién concreta
como la disponibilidad de ese punto para la generacién de
nuevos mutantes. Un ejemplo de mutaciones de este tipo son las
que aparecen en los genes de las inmunoglobulinas. Su
variabilidad genética protege al portador frente a infecciones al
permitir una alta tasa mutagénica.

IDENTIFICACION DE LA VARIACION GENETICA: DE
EQUILIBRIOSY DESEQUILIBRIOS (DE LIGAMIENTO)

Una de las aproximaciones metodolégicas que ha
proporcionado una cantidad importante de informacién acerca de
las causas de multiples enfermedades humanas es la identificacion
de genes relacionados con ellas. Tanto formas monogénicas
(mendelianas), como multifactoriales (no mendelianas) han sido
estudiadas con éxito de manera que, para un niimero importante
de enfermedades, conocemos la base genéticaimplicada.

Histéricamente, la busqueda de la variabilidad genética
causante de enfermedades se ha llevado a cabo, cuando no habia
un conocimiento previo de la misma, mediante la aplicacion de la
metodologia conocida como andlisis de ligamiento (linkage analysis
en inglés). Este método se basa en buscar aquella region del
genoma que es comun a todos los miembros de la familia, o
familias, que presenten la enfermedad en estudio.

Tras ese hallazgo, la segunda parte consistia en diseccionar la
region identificada hasta dar con el gen portador de una mutacion
que explicara laaparicion de la enfermedad poralterar la funcién de
la proteina codificada. Con esta técnica, se descubrid, por ejemplo,
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el gen causante de la enfermedad de Huntington™". Este método se
basaba en dos caracteristicas estadisticas aplicadas al estudio del
genoma: la existencia del equilibrio de ligamiento y la del
desequilibrio de ligamiento.

El primer concepto es equivalente a la tercera ley de Mendel (la
trasmisidon independiente de los caracteres genéticos), pero
aplicada a un haplotipo, de manera que dos genes estan en
equilibrio de ligamiento si la frecuencia del haplotipo que forman
sus alelos es igual al producto de las frecuencias de cada uno de
ellos. Es decir,ambos alelos (ambos genes) se transmiten de manera
independiente uno respecto al otro. Por otro lado, el desequilibrio
de ligamiento es justamente lo contrario, la asociaciéon no aleatoria
de alelos en genes distintos formando un haplotipo concreto.
Utilizando una definicién muy laxa, podemos definir ambos
conceptos como una forma de determinar a qué distancia se
encuentran dos genes. Aquellos que segregan de manera
aparentemente independiente lo hacen porque se encuentran
distantes entre si, mientras que aquellos que tienen alelos con
tendencia a aparecer juntos se encuentran a una pequena distancia
entre ellos. Y cuanto menor sea esa distancia, mayor sera el
desequilibrio de ligamiento. Consideremos que dos genes, 1y 2,
cada uno con dos alelos (1%, 1° y 2°, 2°) se encuentran en
desequilibrio de ligamiento. Y que el alelo 2° fue una mutacién de
novo que se dio, un alto nimero de generaciones anteriores, en un
individuo que ya poseia el alelo 1°. Si el desequilibrio de ligamiento
fuera completo, el alelo 2° inicamente se observaria en aquellos
individuos que también poseyeran el alelo 12, pero en la poblacién
encontrariamos igualmente individuos con el alelo 12 y el alelo 2°,
descendientes de aquellos individuos en los que, en el momento en
el que aparecio el alelo 2°, no se produjo esa mutacién de novo (es

En ausencia de recombinacién
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X parentales

50 % 50 % 100 %
1 5 . b Haplotipos y .
8 b b b descendencia 8
50 % 50 %

oo

38

*
a A a a A
b g b p b

decir, el resto de la poblacién). La frecuencia de los haplotipos 12"y
122° dependera de que el nuevo alelo (2°) ofrezca una ventaja
evolutiva a quienes lo porten o no. En este mismo caso,
desequilibrio de ligamiento completo, no observariamos el
haplotipo 1"2° ya que lo que indica el término “completo’, en
ocasiones descrito como absoluto, es que siempre que aparece el
alelo 2° lo hace asociado al 12. Esto refleja que los genes 1y 2 se
encuentran tan cercanos entre ellos que la probabilidad de que
ocurra una recombinaciéon que separe el alelo 12 del alelo 2° es
practicamente cero (nunca podra afirmarse que esta distancia es tal
que sea imposible que exista una separacion de los alelos, pero en
términos de probabilidad podemos decir que esta tiende a cero
cuando la distancia tiende, a su vez, a cero). Si, por el contrario,
pensamos que los genes 1y 2 se encuentran en dos cromosomas
distintos, o en un mismo cromosoma, pero suficientemente
alejados entre si, entonces los alelos 1%, 1°, 2° y 2° segregaran de
manera independiente entre ellos y alcanzaran una situacion de
equilibrio de ligamiento. Cualquier situacion intermedia sera reflejo
de ladistancia existente entre los dos genes.

El desequilibrio de ligamiento es una herramienta muy potente
para conocer la disposicion de los genes en el genoma. Tal y como
hizo Mendel en su experimentacion, lo que se hace es medir el
nimero de recombinantes que aparecen en un nuimero
suficientemente elevado de cruces de ejemplares (sean éstos
humanos, ratones o plantas de guisantes). Para ello, se analizan
marcadores o fenotipos que nos permiten observar la existencia de
segregacion conjunta de genes. La Figura 1 nos servird para ilustrar
este hecho (por simplicidad, asumimos que 1A y 2B son
dominantes sobre 1a y 2b, respectivamente, de manera que el
fenotipo del cruceinicial es ABxab).

En presencia de recombinacion

a A a a

B| b x b b
Gametos NI

& A a -

8 b b

Figura 1.- Determinacion de la fraccion de
recombinacién en un cruce. La hipétesis
nula es que los genes 1y 2 estan
suficientemente cerca como para que no
se produzca la recombinacion. En ese caso,
los haplotipos aB, Ab y ab siempre se
mantendran inalterados de manera que la
distribucién genotipica de la
descendencia sera la indicada: el 50% sera
1"1°2°2" y el resto sera 1"1°2°2". Sin
embargo, si se da el entrecruzamiento la
proporcion de cada haplotipo en la
descendencia dependera de la distancia
entre los genes, a mayor distancia, mayor
probabilidad de entrecruzamiento y
mayor frecuencia de haplotipos
recombinantes. * Indica un haplotipo que,
aun siendo consecuencia de la
recombinacién, resulta analiticamente
indistinguible, si se analizan sélo los genes

Imagen suministrada por la autoria 1 y 2, del haplotipo com plementa rio.
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En el supuesto de que no exista recombinacion entre los
genes 1y 2 (parte izquierda de la Figura 1), la frecuencia de los
haplotipos en la descendencia serd de un 50% de un tipo (fenotipo
AB) y un 50% del otro (fenotipo ab). Pero si pudiera darse un
entrecruzamiento entre ambos genes, la situacion seria diferente.
La frecuencia de cada haplotipo en los gametos del cruce
dependerd de la distancia entre los genes 1y 2 que sera la que
determine la probabilidad de que se produzca un
entrecruzamiento entre cromatidas homélogas y un determinado
numero de gametos recombinantes. Esta distancia la podemos
determinar estudiando estos genes en la descendencia y
observando el nimero de veces que aparece cada uno de los
haplotipos posibles enella (verTabla 2).

Tabla 2.- Ejemplo de distribucién de haplotipos/fenotipos a consecuencia
de un cruce determinado de gametos.

Haplotipo Fenotipo N° de individuos
1A4a282b AB 718
1a1a202b ab 693
{Aqa2p2b Ab 283
1a1a282b aB 306

De esta distribucion podemos calcular la distancia genética
que existe entre los genes 1y 2 mediante el célculo de la fraccion
de recombinacion, la relacién existente entre el nimero de
recombinantes (589, en nuestro ejemplo) y el nimero total de
individuos analizados (2.000). En este ejemplo, la fraccién de
recombinacion entre los genes 1y 2 es de 0,2945 o 29,45%.
Cuando la distancia entre los genes es relativamente grande, esta
medida es una subestimacion de la distancia real ya que puede
suceder que se dé una recombinacion doble que mantenga el
genotipo del descendiente idéntico al del progenitor, aunque si
exista un cromosoma recombinante en el descendiente. En
términos generales, la fraccion de recombinacion solamente
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puede estimarse con cierta precision cuando existe un nimero
impar de recombinaciones entre dos genes.

Como se ha apreciado, antes he hablado de distancia
genética, ésta se determina en funcion de la fraccién de
recombinacién y tiene como unidad al centiMorgan (cM),
mientras que la distancia fisica se determina en funcién del
numero de bases nitrogenadas que separan los dos genes y
adoptan esa unidad de medida (pb) y sus multiplos. El cM se
define como la distancia entre dos puntos de un cromosoma que
tienen una fraccidon de recombinacion de 0,01 (o del 1%). En
términos generales, o en promedio, en el ser humano 1 cM
equivale a 1 Mpb. Sin embargo, no resulta recomendable utilizar
esa aproximacion (grosera) entre distancia genética y distancia
fisica ni siquiera en genética humana porque, en realidad, la
probabilidad de que se dé un entrecruzamiento entre cromatidas
siendo aleatoria, no es uniforme a lo largo del genoma ni es la
misma en funcién del sexo del individuo como veremos mas
adelante. Con las frecuencias de recombinacion se puede
construir un mapa ordenado en el que se defina la posiciéon de
cada gen respecto a aquellos otros cercanos, pero dado que se
trata de un mapa probabilistico, la posicion de un gen en él es
relativa a la de los genes cercanos. Algo contrario sucede en un
mapa fisico, en el que la posicién de un gen se da en valores
absolutos.

Conviene indicar que la fracciéon de recombinacién nunca es
superior al 50% ya que cuando se produce el entrecruzamiento,
este afecta a dos cromatidas que acaban siendo recombinantes,
mientras que las otras dos croméatidas no se ven afectadas en el
proceso. Es decir, un entrecruzamiento produce dos cromatidas
recombinantes y dos cromdatidas inalteradas. Si, por el contrario, la
distancia entre los genes en estudio es grande, podria darse mas
de un entrecruzamiento. En la Figura 2 se representa el resultado
de un doble entrecruzamiento. En este caso, hay que considerar
que éste puede afectara 2,3 o alas 4 cromatidas resultando en un
numero variable de gametos recombinantes.
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Figura 2.-Representacion esquematica del producto de 0, 1 0 2 entrecruzamientos. A la izquierda, se observa la formacion de 4 gametos no recombinantes
por no producirse ningln entrecruzamiento. En el panel del centro, se representa un uUnico entrecruzamiento, resultando en 2 gametos
recombinantes y 2 no recombinantes (se entiende por recombinante aquel en el que no aparecen los alelos A1/B1 o A2/B2). En el panel de la
derecha se observa el resultado de un entrecruzamiento doble cuando ambos entrecruzamientos no se dan entre las mismas cromatidas
homalogas. Las flechas indican los puntos de entrecruzamiento, el color de las flechas indica el punto en que dos cromatidas homoélogas se

entrecruzan entre ellas.

La estimacién de la distancia genética no siempre puede
hacerse mediante la mera observacién de la aparicion de
recombinantes en sucesivas generaciones, para ello se han
desarrollado funciones de mapeo como las de Haldane, en 1919,y
Kosambi, en 1944. La segunda incorpora la existencia de
interferencia, un mecanismo que evita la formacion de nuevos
entrecruzamientos en regiones adyacentes a aquellas en las que
aparece un primer evento de este tipo. Sin embargo, ambas
adolecen de obviar la existencia de diferencias concretas en
localizaciones especificas del genoma y, aunque han sido
extremadamente Utiles en la generacién de los mapas genéticos,
introducen algunos sesgos a la hora de descender a situaciones
precisas. Ademas, dado que la frecuencia de recombinacion
conocida para genes muy cercanos es pequefa, pocos puntos
porcentuales, la interferencia suele ser completa y las frecuencias
de recombinacién pueden ajustarse a una funcién aditiva con lo
que no resulta necesario aplicar estas transformaciones para la
correctalocalizacién delos genes en un mapa.

Si el objetivo general de la investigacion biomédica,
especialmente la que se basa en las herramientas de la genética, es
la identificacion de genes o locus implicados en la aparicion de
enfermedades, resulta obvio pensar que es necesario disponer del
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conocimiento suficiente como para que los resultados de los
estudios de ligamiento (que identifican regiones del genoma
comunes alos portadores de una enfermedad en el seno de una, o
unas pocas familias) sean tales que nos conduzcan a esa
identificacion. Para eso, ha resultado crucial el desarrollo de los
mapas genéticos del genoma, que permiten localizar con
precision (creciente con el paso del tiempo) los diferentes genesy
elementos genéticos en el genomade unindividuo.

MAPAS GENETICOS: UN GOOGLE MAPS DETERMINANTE

Antes de hablar de mapas genéticos, hay que valorar otros
puntos. En principio, podria pensarse que la probabilidad de que
se produzca un entrecruzamiento en la meiosis es independiente
de la regidn en la que ésta se dé y eso supondria que deberia
existir una relacion lineal entre distancia genética y distancia
fisica. Sin embargo, en realidad, esto no es asi. El nimero y la
distribucion de los eventos de recombinacion en el genoma es
diferente entre especies e, incluso, dentro de una especie en
funcién del sexo de un individuo o del genotipo en determinados
genes". La recombinacién se inicia con la ruptura de una de las
cromatidas homalogas, si bien la mayor parte de estos cortesen el
ADN se reparan'®. Cuando no son reparados, estos cortes generan



un entrecruzamiento que puede dar lugar a dos tipos distintos de
estructuras (clases | y Il) en funcién del complejo proteico que los
forma. Por otro lado, los entrecruzamientos de clase | estén sujetos
a interferencia, un mecanismo que evita la formacién de nuevos
entrecruzamientos en regiones adyacentes a aquellas en las que
aparece un primer evento de este tipo". En la mayor parte de las
especies, solamente se producen 1 o 2 entrecruzamientos por
cromosoma en cada meiosis. En Zelkowsky y colaboradores” se
revisa laformacién de entrecruzamientos en diversas especies.

Como se ha mencionado antes, la frecuencia con la que
aparecen entrecruzamientos, dentro de una especie, varia en
funcién del sexo dadndose la circunstancia de que en una misma
especie no siempre es el mismo sexo el que incorpora mas
entrecruzamientos. Por ejemplo, en Mus musculus se observa una
mayor frecuencia de aparicion de entrecruzamientos en hembras
de la subespecie M. musculus castaneus mientras que en la
subespecie M. musculus musculus eso sucede en los machos®.
Como regla general, la existencia de un mayor nimero de
entrecruzamientos favorece que un nimero importante de éstos
aparezca en zonas distales de los cromosomas.

Ademas de las diferencias relacionadas con el sexo, existen
diferencias en la probabilidad de que se dé un entrecruzamiento
entre unas regionesy otras del genoma. Al igual que sucede conla
aparicion de mutaciones, existen hotspots recombinatorios,
regiones en las que resulta mas probable que se produzca un
entrecruzamiento frente a desiertos recombinatorios (algunos
autores los denominan también regiones recombinatorias frias),
regiones donde es raro que se den estos eventos. En ratén, como
en humanos, la mayor parte de los hotspots recombinatorios son
compartidos entre ambos sexos, si bien una fraccion muestra un
comportamiento que podria denominarse como “especifico de
sexo” entendiendo por tal que en un sexo existe una mayor
probabilidad de presentar un entrecruzamiento en una region
concreta que en el otro sexo. Parece que esta diferencia puede
tener que ver, entre otras cosas, con el hecho de que el
entrecruzamiento se da en un genoma desmetilado en la hembra
mientras en el macho sucede en un genoma metilado”. Resulta
interesante sefalar que, en ratén macho, los desiertos
recombinatorios suponen, aproximadamente, el 5% del genomay
coinciden con regiones en las que son frecuentes la aparicion de
duplicaciones, lo que relaciona la ausencia de recombinacién con
la presencia de hotspots mutacionales para variaciones de tamafo
elevado en el nimero de copias. Ilgualmente, Liu y colaboradores™
observan que, en ratén macho, se da un elevado nimero de
entrecruzamientos en las partes distales de los cromosomas que
noseobservaenigual frecuenciaenlas hembras.
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Por todo lo anterior, queda claro que el mapa genético de una
especie no puede ser Unico, sino que han de haber tantos mapas
como condicionantes existan que diferencien los individuos: sexo,
genotipo... Sin embargo, en realidad, para una especie se suelen
definir tres mapas genéticos, uno para cada sexo y un tercero
promedio entre los dos.

El uso de mapas genéticos fue fundamental en el estudio de
los caracteres cuando la tecnologia no habia ain permitido
disponer de la secuencia (relativamente) completa de los
genomas de los organismos de interés. Pero hoy en dia somos
capaces de disponer de mapas fisicos muy precisos de la mayor
parte de los organismos, mapas en los que la distancia entre
elementos del genoma se sefnala en pares de bases. ;Tiene aln
sentido hablar, y usar, mapas con distancias genéticas que no
siguen una escala lineal, mas intuitiva? Pues si, al menos en el
ambito del estudio de modelos animales de enfermedades
humanas ya que en estos, sobre todo en aquellos en los que se
introducen genes exdgenos, es importante conocer el entorno
genético en el que se produce la insercién del gen foraneo, para
poder determinar la probabilidad de que se produzcan
entrecruzamientos en la descendencia que puedan afectar la
funcién del transgén. Conociendo el punto de insercién de un
transgén, y dado que existen mapas genéticos detallados del
raton, y otros organismos modelo, seria posible disefar
experimentos tomando en consideracion, por ejemplo, el sexo del
animal que porta el transgén.

Como se ha mencionado, el mapa genético de hembras y
machos es distinto, asi como lo es entre especies. En un completo
estudio, Jensen-Seaman y colaboradores” muestran cémo la
frecuencia de recombinacién por megabase es diferente entre
cromosomas y como no es lineal con la distancia fisica entre
puntos del genoma. De hecho, observan que mientras en
rata el cromosoma que muestra un mayor nimero de
entrecruzamientos por meiosis es el 12, en el raton es el 20y en
humano el 21. Ademas, encuentran que tanto rata como ratéon
tienen una menor tasa de recombinacion que el humano: 0,62
cM/Mb en rata, 0,57 en ratény 1,26 en humano (autosomas)”. De
sutrabajo, se observa que, enratén, no se dan grandes diferencias,
en promedio, en la frecuencia de recombinaciéon entre
cromosomas con la Unica excepcion del cromosoma 19 que
presenta una mayor tasa de recombinacion que el resto de
cromosomas (cromosoma 19: 1,04 cM/Mb; resto de autosomas:
0,44-0,68 cM/Mb), algo similar sucede en rata con el
cromosoma 12.



Recombinacién (cM)

CONCLUYENDO: ASPECTOS PRACTICOS

La trasmision de los caracteres genéticos se da mediante un
mecanismo de cierta complejidad y, podriamos decir, poca
uniformidad. Tanto la apariciéon de mutaciones como los procesos
de recombinacién meidtica son, dentro de su aleatoriedad, poco
uniformes. Existe todo un conjunto de condicionantes que hace
que, al descender a casos concretos, no exista una regla que permita
predecir qué tipo de mutacién aparecera, donde o con qué
probabilidad dos genes cualesquiera se puedan trasmitir a la
descendencia. En el sector inmobiliario, suelen decir que los tres
factores masimportantes para teneren cuentaalahoradelanzarun
proyecto, o adquirir una casa, son “localizacién, localizacion y
localizacion”. En el mundo de la experimentacion con modelos
animales, a la hora de disenar y desarrollar cualquier proyecto, es
también importante tener en consideracion la localizacién de
aquello que queremos analizar. No resulta igual de sencillo, por
ejemplo, separar dos genes situados en proximidad en una zona
que sea unaregion recombinatoria fria frente a aquellos situados en
un hotspot de recombinacién. Ademas, hemos visto que la
frecuencia de recombinacién es especie (je, incluso, subespecie!)
dependiente, por lo que resulta crucial, antes de empezar a trabajar
con los animales, recoger toda la informacién posible sobre la
situacion en la que se encuentra nuestro gen, o genes, de interés, en
especial, los mapas genéticos de la cepa concreta sobre la que
planeamos trabajar (de preferencia, antes de llevar a cabo ninguna
experimentacion con ella). Una herramienta Gtil son los mapas de
recombinacién® o, desde un punto de vista practico, la herramienta
Mouse Map Converter (http://cgd.jax.org/mousemapconverter/).
En ellos se muestra la posicion (generalmente en el eje de las
abcisas, en Mb) frente a la relacion entre fraccion de recombinacion
por Mb en el eje de ordenadas. De esta manera, podemos definir
qué especies resultan de mayor ayuda para conseguir esa
separacion.

20 20 60 80 100 120

P Mb| P ..
esicien el Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Mapa genético promedio de parte del cromosoma 1. Imagen
obtenida del articulo en open access.
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A modo de ejemplo, tomemos el mapa genético de la Figura 3
(creado con parte de los datos del cromosoma 1 del ratén de
laboratorio®).

Esafigura se obtiene de los siguientes datos (verTabla 3).

Tabla 3.- Datos de posicion fisica y recombinacion genética en una region
del cromosoma 17,

Posiciéon  Recombinacion Posicién Recombinacion

(Mb) (cM) (Mb) (cM)
7,5 0,36 67,5 0,54
12,5 0,66 72,5 1,05
17,5 0,22 77,5 1,55
22,5 0,86 82,5 0,59
27,5 0,63 87,5 0,51
32,5 0,25 92,5 1,01
37,5 0,66 97,5 0,00
42,5 1,08 102,5 0,33
47,5 0,00 107,5 0,77
52,5 0,90 112,5 0,00
57,5 0,60 117,5 0,44
62,5 0,03

Podemos ver de esta informacién que un gen situado en la
posicion (fisica) 47,5 Mb tiene muy pocas posibilidades de
separarse de un gen cercano por recombinacion ya que la
frecuencia de recombinacién en esaregion es nula.Siel gen del que
pretendemos separarlo se encuentra en, por ejemplo, la posicion
45,0 habra que tener en cuenta, primero, el mapa especifico del
sexo y, después, la fraccion de recombinacion entre ellos.
Supongamos que la fraccion de recombinacién es conocida y se
corresponde con un valor de 0,87 cM. Si recordamos que 1 cM
implica que la recombinacién sucede en un 1% de los
descendientes, podemos inferir que para poder determinar que, al
menos en una ocasion, los genes que queremos segregar se
separen, necesitaremos analizar 100 animales para poder
encontrar 1,15 recombinaciones (1/0,87) por lo que, en ese caso,
para asegurar que aparece al menos un recombinante sera
necesario un importante nimero de individuos. Por otro lado, si
queremos segregar un gen localizado en la posicion 22,5 Mb de
otro localizado en la posicion 57,5 Mb podemos inferir, de los datos
anteriores, que se encuentran a una distancia genética de, al
menos, 4,25 cM (valor obtenido al sumar las fracciones de
recombinacion de los espacios intermedios y la mitad de las


http://cgd.jax.org/mousemapconverter/

fracciones correspondientes al punto inicial y final del intervalo) por
lo que necesitaremos, aproximadamente, una cuarta parte del
numero de animales que en el caso anterior.
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INTRODUCCION

El cerdo es un animal actualmente muy utilizado en
investigacion biomédica por las similitudes que presenta con el ser
humano. Ha quedado demostrado que la extrapolacion al hombre
de los resultados obtenidos a partir de estos animales es mas
precisa que con otras especies; tanto, que la investigacion con
cerdos ya se considera investigacion traslacional'. Se utilizan tanto
para investigacion como para docencia, y pueden ser Utiles para
procedimientos quirdrgicos, endoscopia, para llevar a cabo
implantacién de catéteres o realizacién de trasplantes, entre
muchas posibilidades™.

Dado su tamafo y su caracter estresable, es muy importante
tener herramientas y habilidades que nos permitan realizar
pequefas manipulaciones sin sufrimiento para los animales, ni para
los experimentadores. Una gran parte de estas herramientas son
farmacoldgicas: protocolos de tranquilizaciéon o sedacién
adecuados al tipo de manipulaciéon que vayamos a realizar.
Actualmente, el abanico de principios activos que podemos
emplear es muy amplio, y esto nos permite hacer protocolos
especificos segun el tipo de procedimiento, las caracteristicas del
animal, y las posibilidades logisticas.

Los estudios centrados sélo sobre anestesiay analgesia porcina,
con poblaciones e intervenciones homogéneas, son muy escasos.
Para suplir esta carencia, se han intentado hacer revisiones
sistematicas, como la de Mikkelsen®, en la que después de un
exhaustivo esfuerzo, se concluye que se han de disefar estudios
especificos para poder esclarecer los efectos beneficiosos o
limitantes de cada protocolo, ya que la informacién publicada hasta
ahoraesinsuficiente parallegara conclusiones generales.

El objetivo del presente trabajo fue comparar dos protocolos de
sedacion en la misma poblacién animal, con el fin de escoger el mas
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vélido para algunas de las manipulaciones de nuestra actividad
habitual.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 10 cerdos hembra (hibridos comerciales) de un
peso entre 35-45 kg, estabulados en el Centre de Recerca
Experimental Biomédica Aplicada (CREBA, Lleida), en las
condiciones ambientales recomendadas para la especie. Todo el
procedimiento se realizé de acuerdo con la normativa europea,
espafnola y autonémica (Directiva 2010/63/UE, Real Decreto
53/2013 y Decret 214/97), y estaba incluido en un proyecto
autorizado por el Comité de Etica del Centro, y la Generalitat de
Catalunya (n°expediente: 10695).

Las pruebas se realizaron siempre por la mafnana, entralas 10y
las 12 horas, con un ayuno de 8 horas de sélidos y sin restriccion de
agua.

Se probaron dos combinaciones de anestésicos, inyectados
porviaintramuscular (IM):

- Grupo TZX (n=5): tiletamina (4 mg/kg) + zolacepam (4 mg/kg;
Zoletil®100, Virbac, Carros, Francia) + xilacina (2,2 mg/kg).

- Grupo MKX (n=5): midazolam (0,6 mg/kg; Midazolam Normon
50 mg/10 ml, Laboratorios Normon, Madrid) + ketamina (8
mg/kg; Anesketin® 100 mg/ml, Dechra, Bladel, Paises Bajos) +
xilacina (2,2 mg/kg; Xilagesic® 200 mg/ml, Laboratorios Calier,
Les Franqueses delValles).

Las mezclas siempre fueron preparadas por el mismo operador
(técnico), y el ensayo fue ciego para el experimentador
(veterinario), que recibia las jeringas envueltas en papel de
aluminio.
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Las inyecciones IM se realizaron con agujas de 20G con
prolongador para evitar un acercamiento excesivo al animal, y de
estaforma evitar que aumentara su estrés (ver Figura 1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Inyeccion intramuscular en cerdos empleando un prolongador.

Desde el momento de la inyeccién se valoraron los siguientes
parametros:

Pardmetros subjetivos (valorados por el experimentador):
tiempo hasta la pérdida del reflejo, duracion de la ausencia de
los reflejos de estaciony palpebral, y dificultad en el despertar.

Parametros objetivos (registrados por monitores electrénicos):
cada 5 minutos y hasta el minuto 50 tras la inyeccién,
se monitorizo la saturacion de oxigeno, la frecuencia cardiaca
(FC), la frecuencia respiratoria (FR) y la temperatura

corporal (TC). Para ello se emple6 un monitor modelo iPM 8,
marca Mindray, (Shenzhen, China). Los valores de FC se
extraian de la pulsioximetria. En validaciones previas se
comprobd su plena coincidencia con los valores obtenidos por
electrocardiografia con 3 derivaciones.

El veterinario observé a los animales durante todo el
procedimiento, y registré movimientos y cualquier incidencia hasta
el despertar. Una vez los animales perdian el reflejo de estacion, se
les puso un lubricante en los ojos, Lubrithal™ (Dechra, Bladel, Paises
Bajos), paraevitarel secado dela cérnea.

Durante la sedacién, no se realizé ninguin otro procedimiento,
conelfin de evitar interferencias en los resultados.

Una vez recogidos los datos, las variables cuantitativas se
valoraron como media + d.e. (desviacidon estandar), y se
compararon mediante el test de la T de Student. Las variables
cualitativas se compararon con el test de Fisher de dos colas. La
significacion estadistica se establecié en p<0,05.

RESULTADOS

EnlaTabla 1 se muestran los resultados mas relevantes tanto de
las valoraciones subjetivas, como de la monitorizacién
cardiorrespiratoria.

ESTUDIOS DE COMBINACIONES SEDANTES EN CERDOS
Autores, afio Boldé et al., 2020 Luetal., 2010 Lehmann et al. 2017 De Monte et al,, 2015
Férmacos TZX | MKX TZX | TZXTr MDB | MDMo KDMe | TZMe
PERDIDA DE REFLEJOS
Perdida reflejo
estacién (min) 1,02 1,32 2,33 2,26 3,81 3,84 29 415
Duracién
perdida reflejo 73 82 62,64 87,57 84 84 as 57
{min)
Perdida reflejo
palpebral (min) - 18
MONITORIZACION
TIEMPOS(min)| 5 [ 20 [ 50| 5 | 20| so| 5 [30[60]| 5 30 | 60 0 | 20|30 ] o | 20] 30
FC (Ipm) 137 [ 122 [ 102 | 151 | 138 | 141 [ 134 [ 107 | 93 | 129 | 110 | 98 71 76 101 86 | 81 [ 117 | 85 [ 78
FR (rpm) 58 | 56 [ 61 | 47 | s0 | 57 | 69 | 48 | 60 | 74 | 44 | 62 33 36 41 | a3 | a9 | 28 | 33 | 34
Sp02(%) 92 | 94 [ 93 | 94 [ 91 | 95 | 91 | 93 | 94 [ 93 | 92 | o4 92 94 92 | 94 | 95 | 89 | %0 | %0
Temperatura | 555 | 351 | 376|388 | 388 | 380 | 385 | 37,8 | 373 | 387 | 380 | 37
o } 2 ; ; ; i ; X J £ ¥ 5| 379 378 |[382]377|377| 370 363 361
corporal (°C)

TZX: Tiletamina + Zolazepam+ Xilacina

MKX: Midazolam + Ketamina + Xilacina

TZXTr: Tiletamina + Zolazepam + Xilacina + Tramadol
MDB: Midazolam + Dexmetomidina + Butorfanol

MDMo: Midazolam + Dexmetomidina + Morfina
KDMe: Ketamina + Dexmetomidina + Metadona
TZMe: Tiletamina + Zolazepam + Metadona

Tabla 1.- Comparacion de los resultados mas relevantes obtenidos en el presente estudio con otros previos de distintos autores, en los que se analizo el efecto
de combinaciones sedantes queincluian el uso de benzodiacepinas, ketaminay alfa-2-adrenérgicos.
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El tiempo medio hasta la pérdida del reflejo de estacion fue de
1,02 + 0,41 minutos, en el grupo TZX y de 1,32 + 0,47 minutos en el
grupo MKX. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre
ambos.

La duracion de la pérdida del reflejo de estacion fue de 73 + 24
minutos, en el grupo TZX y de 82 + 37 minutos en el MKX. No hubo
diferencia estadisticamente significativa entre ambos.

En cuanto al reflejo palpebral, lo perdieron 3 animales del grupo

TZX,y 4 del grupo MKX. La duracién de esta ausenciafue de 13+ 15

TEMPERATURA CORPORAL

—— X

i MKX

Media(°C)
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MINUTOS

FRECUENCIA RESPIRATORIA

5 ¢
70 ¢
65

S5 g
S0

45 -

—e ZX

Media (rpm)

- MK

40
35 +

MINUTOS

minutos en el primer grupo, yde 18 + 12 minutos en el segundo.

Respecto a los parametros cardiorrespiratorios monitorizados,
enlaTabla 1sedan los valores medios, y en la Figura 2 se muestra su
evolucion. No hubo diferencia estadisticamente significativa entre
ambos grupos, en ninglin momento de la monitorizacion entre el
minuto 5y el 50.

En general, con ambas combinaciones de farmacos, se observo
una disminucion de la TC y la FC, un ligero aumento de la FR, y la
saturacion de O, fue ligeramente oscilante (ver Figura 2).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.-Representacion grafica de la evolucion de los cuatro pardmetros cardiorrespiratorios registrados durante la sedacion inducida por las dos
combinaciones testadas. A. Temperatura corporal; B. Frecuencia cardiaca; C. Frecuencia respiratoria; y D. Saturacion de oxigeno.
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En el 70% de los animales hubo presencia de nistagmos, y el
20% tuvo un despertar dificultoso, independientemente de la
combinacién utilizada.

El coste medio de los farmacos utilizados fue de 15,84
€/animal en el caso de la combinacién TZX, y 4,60 €/animal en el
casode MKX.

DISCUSION

La sedacion de los cerdos de experimentacion se hace
necesaria en el curso de muchos estudios, para realizar breves
manipulaciones de severidad leve. Generalmente, se utilizan
combinaciones farmacolégicas, en cuya evaluacion, la pérdida de
reflejos y la evolucién cardiorrespiratoria son los principales
parametros a evaluar, ya que el tiempo de ausencia de reflejos y la
inalterabilidad cardiorrespiratoria son los principales objetivos de la
sedacion.

Los resultados del presente estudio mostraron que las dos
combinaciones de farmacos probadas para la sedacion de cerdos
de granja jovenes (tiletamina + zolacepam + xilacina, y ketamina +
midazolam + xilacina) proporcionaron una sedacion suficiente para
permitir la realizacién de manipulaciones de corta duracién y de
severidad leve, tales como la extraccion de muestras de sangre o de
orina(verTabla1).

Ambas combinaciones dieron resultados similares en cuanto a
supresion del reflejo de estacién y palpebral (ver Tabla 1). La
ausencia de reflejo palpebral se asocia a plano anestésico, y en el
presente estudio constatamos la pérdida de este reflejo en la mayor
parte de los animales, pero con una duracion muy variable. Aunque

no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los
dos grupos de animales (posiblemente, por falta de tamafo de
muestra), la combinacion MKX produjo la ausencia de este reflejo
en mas animales (4/5), y con una duracién mas homogénea,
suficiente para la realizacion de manipulaciones de, al menos, 10
minutos de duracion (verTabla 1).

Otros autores han valorado previamente otras combinaciones
similares, cuyos resultados fueron, en lineas generales, similares a
los nuestros’, si bien a la vista de los datos (ver Tabla 1) parece
observarse una mayor eficacia en los protocolos aplicados por
nuestro grupo, ya que obtuvimos una pérdida del reflejo de
estacion mas precoz y de mayor duracion. Refiriéndonos también a
este reflejo, otros autores han valorado combinaciones basadas en
el uso de benzodiacepinas, alfa-2-adrenérgicos y opidceos,
obteniendo resultados similares a los del presente estudio cuando
se utiliza morfina o butorfanol’, o menos eficaces, cuando el
opiaceo era metadona’. En ninguno de los estudios mencionados
sereportaron datos sobre el reflejo palpebral.

En la revision bibliografica, encontramos también autores que
emplearon laalfaxalona en combinaciones sedantes”"' (verTabla 2),
y, aparentemente, la pérdida del reflejo de estacion fue mas tardia
que con las combinaciones probadas en el presente estudio. En
estos estudios no hay datos sobre la duracion de la pérdida de
reflejos, ya que fueron sedaciones previas a anestesia general”"". En
el caso de la combinacién de alfaxalona mas midazolam', se
describieron frecuencias cardiacas elevadas (superiores a 170 l[pm)
y altas temperaturas (medias superiores a 38,9 °C; ver Tabla 2), en
contraste con el resto de los estudios revisados, incluyendo el
presente estudio.

ESTUDIOS DE COMBINACIONES SEDANTES EN CERDOS PREVIAS A ANESTESIA
GENERAL
Autores, afio Santos et al., 2015 Santos ef al., 2013 vullo et al,, 2019
Farmacos KD AD A DA AM
- - PERDIDA DE REFLEJOS KD: Ketamina + Dexmetomidina
P'd':'d’ refisio 311 3,43 5,03 3,30 4,40 AD: Alfaxalona + Dexmetomidina
?::‘;’"" A: Alfaxalona
DA: Diazepam + Alfaxalona
- MONI'I'_AOéﬂ AM: Alfaxalona + Midazolam
TIEMPOS (min) 5 10 5 10 5 10 5 10 10 15 20
FC (lpm) 133 137 127 135 130 | 129 128 138 172 174 178
FR (rpm 51 60 40 37 30 24 28 23 45 47 45
Sp0; (%) 95 95 96 95 96 96 95 96 94 94 94
Temperatura 354 38,9 38,9
corporal (°C)

Tabla 2.- Comparacion de los datos obtenidos en estudios previos de distintos autores, en los que se empleé alfaxalona como componente de una

combinacién sedante previa anestesia general.




CONCLUSIONES

Las dos combinaciones probadas en este trabajo dieron lugar
a una sedacion de entre 60 y 90 minutos, lo que permite hacer
manipulaciones cortas y poco invasivas. Ambas mezclas
produjeron una pronta pérdida del reflejo de estacion, y en
algunos casos también del palpebral, especialmente cuando se
usé lamezcla de midazolam, ketaminay xilacina.

Los efectos cardiorrespiratorios asociados a la sedacion fueron
similares con ambas mezclas, y también parecidos a los
reportados en estudios previos con otras combinaciones sedantes
eficacesy seguras.

Con estos resultados, y la gran diferencia de coste, nuestro
grupo se decanté por la combinacién mas econémica compuesta
por ketamina, midazolam y xilacina. No obstante, se tendra
siempre en cuenta que, en este caso, con las presentaciones
comerciales disponibles, el volumen a administrar es 4 veces
mayor, por lo que en determinados casos (por ejemplo, cerdos de
gran tamano) se emplea la combinacion tiletamina, zolacepam y
xilacina paradisminuir el volumeny no provocar dolor.
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Dispositivos microfluidicos como nueva
herramienta de cultivo celular in vitro
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BEONChip (Biomimetic Environment On Chip)
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Los sistemas de cultivo celular son herramientas imprescindibles
para la investigacién bdasica, industrial, en estudios clinicos y
busqueda de nuevos farmacos. Durante mas de un siglo, la placa de
Petri ha sido el instrumento estrella para el cultivo celular in vitro.
Aunque su primer uso en 1877 fue para el aislamiento y cultivo de
microorganismos por su inventor, el bacteridélogo aleman Julius
Richard Petri, con el tiempo se ha extendido a otros dmbitos de la
biologia y la medicina en multiples formatos y materiales. Durante
mas de un siglo, estas placas han permitido estudiar el
comportamiento celular y estan detras de grandes investigadores y
aportacionesalaciencia.

Sin embargo, el avance cientifico ha demostrado que el
comportamiento de las células en estas placas no representa la
realidad de un organismo vivo. Dicho de otro modo: la placa de Petri
no es fiel al entorno natural de las células in vivo. Al cultivar células en
una placa de vidrio o plastico, estamos omitiendo muchos estimulos
del entorno que hacen a estas células sery funcionar como realmente
lohacen.

Citando al filésofo espaiol Ortega y Gasset, “yo soy yo y mi
circunstancia’, podriamos decir que “las células son ellas y su
microentorno”; o lo que es lo mismo, se comportaran de una manera
u otra dependiendo del ambiente en el que se encuentren, de
manera que cuanto mas mimético sea con el fisiolégico, mejor
podremos comprender sufuncionamientoy actuar en consecuencia.

Es por esto que, en el desarrollo de nuevos modelos de cultivo
celular que mimeticen el microambiente, una nueva generacién de
sistemas de cultivo celular esta emergiendo.

Desde la ultima década se habla de dispositivos microfluidicos
para cultivo celular. La microfluidica es la ciencia que estudia la
manipulacién de fluidos a microescala (de 107 a 10" litros) utilizando
canales con dimensiones de milimetros y micrometros. Aplicado al
cultivo celular, se trata de dispositivos o chips con un conjunto de
camarasy canales que permitan alojar uno o varios tipos celulares de
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manera organizada, al tiempo que la misma plataforma de cultivo
permita alinvestigador aplicar diversos estimulos fisicoquimicos.

Esta es la labor de la empresa zaragozana BEOnChip, que bajo el
lema Biomimetic Environment On Chip (entorno biomimético en
chip), se dedica a disenar y fabricar dispositivos para un cultivo
celular in vitro mas realista. Esta spin-off de la Universidad de
Zaragoza esta formada por un equipo multidisciplinar que aboga por
la busqueda de nuevos modelos de cultivo celular que arrojen
resultados mas fiables de los procesos biolédgicos; siendo uno de sus
objetivos principales generar y ofrecer herramientas capaces de
testar farmacos que permitan reducir tanto la experimentacién
animal, como los costes en tiempo y dinero, asi como identificar
nuevas terapias y biomarcadores clinicos y facilitar el desarrollo de
vacunas.

Para ello, la experiencia del equipo en el campo de las
microtecnologias, la microfluidica y el cultivo celular ha llevado al
desarrollo y comercializacion de cuatro dispositivos diferentes que
abarcan un gran nimero de posibilidades: Be-Flow, Be-TransFlow, Be-
DoubleFlow y Be-Gradient. Con un diseio innovador y un formato
que permite su uso en las infraestructuras del laboratorio tradicional,
estos chips presentan la posibilidad de personalizarlos segun los
requerimientos del investigador.

Sus aplicaciones varian, pudiendo simular el microentorno
de tumores, vasos sanguineos, intestino, hueso, rifdn,
piel y hasta corazén. Pero jcémo puede simularse un
corazén/rinén/intestino/piel en un chip?

Haciendo uso delo que se conoce comotecnologia de 6rganoen
chip (OoCdelinglés Organon Chip).

El conjunto de canales y compartimentos de un chip permite
depositar de manera organizada materiales y proteinas especificas
que simulen la matriz extracelular, permitiendo que las células se
adhieran e interacttien entre si. A continuacién, se aplican estimulos
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como, por ejemplo, el flujo del medio de cultivo (este tratard de imitar
el flujo de sangre a través de un vaso sanguineo que irriga un tejido
bioldgico). Ese flujo causa un estrés mecanico (shear stress) que
tendrd un impacto directo por contacto con las células, e indirecto
mediante la generacion de gradientes de oxigeno y nutrientes que
provocaran fendmenos como la migracion o diferenciacion celular.
En el medio de cultivo en movimiento pueden incluirse desde
farmacos hasta células del sistema inmune, pasando por
microorganismos que ayuden a componer una microbiota. Asi,
combinando varios tipos celulares e implementando todos los
estimulos quimicos y fisicos posibles, se genera un cultivo complejo
que consigue simular la microarquitectura de un érgano o tejido
creando unidades funcionales. Estas unidades funcionales pueden
conectarse entre si para imitar la interconexion de los érganos dentro
un organismo, permitiendo analizar respuestas bioquimicas y
fisiolégicas complejas interconectadas, lo que nos lleva al concepto
de cuerpo en chip (Body on Chip). Investigadores estadounidenses
del Wyss Institute conectaron un chip de intestino con otro de higado
y rifdn para evaluar el efecto que puede tener la nicotina mediante
administracién oral (chicles de nicotina). Tras su absorcién en la pared
intestinal y mediante el sistema circulatorio, es transportada al
higado donde se metaboliza, y posteriormente al rindn donde se
excreta'.

El objetivo a largo plazo, de esta nueva corriente y de BEOnChip,
es alcanzar la medicina personalizada; en la que, extrayendo células
de un paciente y cultivandolas en un chip seamos capaces de
diagnosticar, testar farmacos y aplicar tratamientos de manera
precisa.

BEONChip es la primera y nica empresa espafola que desarrolla
y comercializa la tecnologia OoC. La filosofia de esta empresa es
ajustarse y conectar con sus clientes, interesandose por sus
necesidades y brindando un soporte técnico basado en la
experienciaactivadel equipode |+D.

En Espana son varios los grupos que trabajan con la tecnologia
OoC. El grupo TME lab (Tissue MicroEnvironment Lab), liderado por el
Dr. Luis Fernandez, trabaja en el campo de la microfluidica y el
desarrolloy fabricacion de elementos de control como sensores para
integrar en dispositivos. Se ocupan también del desarrollo de
modelos de cultivo de diferentes 6rganos en chip, habiendo
alcanzado un modelo de glioblastoma, uno de los mas agresivos
tumores cerebrales™. Por otro lado, cuentan con un equipo de
simulacion y modelado matemético encargado de establecer
modelos que permitan una cuantificacion y prediccion de los
procesos bioldgicos. El Grupo de Aplicaciones Biomédicas del
Instituto de Microelectrénica de Barcelona (IMB-CNM) CSIC y del
CIBER-BBN, liderado por la Dra. Rosa Villa en colaboracién con otros
grupos, ha desarrollado modelos robustos de higado®, barrera
hematoencefalicay hematorretiniana’.

5l

i

Epidermis

Dermis

=— Membrana
porosa

[ e e
| = Vaso sanguineo, ‘

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Creacion de un modelo de piel en el dispositivo microfluidico de
cultivo celular Be-Transflow.

En la Figura 1 se muestra un ejemplo de como se puede crear un
modelo de piel en el dispositivo microfluidico de cultivo celular Be-
Transflow. Este consiste en un pocillo comunicado, a través de una
membrana porosa biocompatible, con un canal microfluidico
disefado para la conexiéon a tubos y sistemas de flujo. En este
dispositivo es posible recrear (de abajo a arriba) el vaso sanguineo
que irriga el tejido, tapizando la membrana del canal por su parte
inferior con células endoteliales; la dermis, compuesta
principalmente por colageno vy fibroblastos en un cultivo 3D con
hidrogel;y la epidermis, con queratinocitos que crecen en estratos en
condiciones de interfazaire-liquido®.
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INTRODUCCION

El material utilizado como lecho es un factorimportante en la
estabulacion de los roedores. El lecho impide el contacto directo
del animal con la cubeta y le permite el desarrollo de sus
diferentes conductas naturales, como escarbar o hacer nidos.
Ademas, el lecho permite la absorcion de los orines y las heces,
reduciendo el crecimiento bacteriano, que a su vez disminuye la
produccion de gases como el amoniaco (NH,) y el diéxido de
carbono (CO,), y laacumulacién de toxinas bacterianas dafinas'.
Se han descrito problemas respiratorios’, oculares'y dérmicos’ en
ratones derivados de concentraciones altas de NH, y CO, en las
cubetas donde se alojan. La calidad del material utilizado como
lecho deberia de ser la mejor posible para evitar problemas en la
salud delosanimales.

En este estudio hemos analizado las concentraciones de NH,
(ppm) y/o CO, (%) tras una y dos semanas de alojamiento de
ratones en cubetas con chopo, abeto o celulosa como viruta. El
objetivo fue el de determinar las posibles diferencias entre los
materiales en su uso como lecho para el alojamiento de ratones de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Ratones C57BL/6J (Janvier) de 7 semanas de edad y separados
por sexo, se alojaron en grupos de 5 animales por cubeta (1145T;
Tecniplast) enracks ventilados (70 renovaciones/hora), conaguay
comida ad libitum. La sala se mantuvo con un ciclo de luz de 12
horas (luz: 07:00-19:00h) y un rango de temperatura de 20-24°Cy
40-70% de humedad relativa. La temperatura y la humedad
relativa de la sala se registraron mediante el sistema de Control T2
VWR-Fourtec.
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Viruta

Se analizaron un total de 12 cubetas por tipo de muestra, 6
cubetas en las que se alojaron hembras y 6 con machos. En todas
ellas se pusieron 800 cc de las siguientes virutas: Lignocel BK 8/15
(abeto), Lignocel Selectfine (chopo) y Arbocel (celulosa), todas
ellasdelaempresa Rettenmaier [bérica S.L.

Medidor de NH, y CO,

Mediante el aparato Drager Accuro se tomaron medidas de
NH,y CO, desdelaentrada de la tetinade agualos dias que duré el
estudio (ver Figura 1). Las mediciones se realizaronadia 0,7, 14y
21.Se tomaron fotos para analizar el aspecto macroscépico de las
cubetas.

Los resultados fueron analizados mediante el programa
estadistico GraphPad Prims. Los valores se muestran como media
+SEM.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Colocacion del medidor Draggeren una cubeta 1145T.



Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Valores medios de (a) temperatura y (b) humedad relativa por
cada dia. Como se observa en la gréfica, la temperatura y la
humedad relativa se mantuvieron dentro de los margenes
establecidos en nuestras instalaciones durante los 21 dias que
duré el experimento.

Valores de NH,

La grafica muestra un incremento progresivo en funcién de
los dias en los valores de NH, en todas las virutas (ver Figura 3). No
se observan diferencias significativas entre ellas. A dia 14 los
niveles promedio de NH, para abeto (Lignocel BK 8/15), chopo
(Lignocel Selectfine) y celulosa (Arbocel) fueronde 1,4 +0,2, 1,1 +
0,2y 1,3+0,1 ppm, respectivamente. En vista de estos resultados,
y de la buena apariencia en general, se optd por seguir el estudio
una semana mas con las cubetas con celulosay los valores adia 21
fueronlos mismosobtenidosadia 14,1,3+0,1T ppm.
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Figura4.- Valores de CO, para cada una de las virutas utilizadas. Los datos
se muestran como media + SEM. *p < 0,05.

Estudio macroscopico

Si bien los pardmetros estudiados se encuentran dentro de
los rangos estandares, las cubetas con maderas muestran un
aspecto muy sucio a las dos semanas, y es necesario cambiarlas.
Sin embargo, el aspecto de las cubetas con celulosa a los 14 dias
permite prolongar su uso una semana mas.



Las fotos muestran que con el paso de los dias las virutas se
van entremezclando con las heces y orines de los animales siendo
la viruta de celulosa la que mejor filtra estos desechos y mejor
aspecto presenta de cara al cuidador e investigadores (ver
Figura5).

ARBOCEL LIGNOCEL BK 8/15 LIGNOCEL SELECTFINE

DiAO

DiA 7

DiA 14

DiA 21

Imagen suministrada por Ia autoria

Figura5.- Fotografias a diferentes tiempos de las cubetas. En vista del
aspecto que presentaban y los resultados de las mediciones se
decidi6 alargar el estudio una semana mas (21 dias) en las
cubetas con celulosa.

DISCUSION

En este estudio hemos analizado los niveles de NH, y CO, en
cubetas con tres materiales diferentes como lecho: abeto, chopoy
celulosa. Las renovaciones por hora de aire fueron de 70, y se
cambiaban cada 15 dias, siguiendo los consejos publicados con
anterioridad®. Los valores de NH, en todas las condiciones
experimentales aumentan alo largo del tiempo, pero en todos los
casos es muy inferior al limite de 25 ppm establecido como
maximo estandar’. En cuanto a los niveles de CO, no hay
recomendaciones oficiales sobre los limites, aunque algunos
autores han establecido un limite de 15.000 ppm para
condiciones experimentales’. Nuestros datos muestran que los
valores maximos son menores de 1.500 ppm, y de hecho es la
celulosalaque muestralos datos mas bajos.

CONCLUSION

Teniendo en cuenta que no hay grandes variaciones ni de NH,
ni de CO, entre virutas, la eleccién se podria hacer en base al
aspecto visual. En este sentido, la celulosa puede ser una
alternativa a la madera como lecho para ratones de laboratorio,
permitiendo su uso, en las condiciones estudiadas, por lo menos
durantetres semanas.
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Palabras clave: acuicultura, sistema digestivo.
INTRODUCCION

Segun el informe sobre el uso de animales en
experimentacién y otros fines cientificos publicado por el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) a finales
de 2019, el uso de lo que se recoge como “otros peces” supone el
10,64% de los animales de experimentacion utilizados durante el
ano 2018. Por tanto, segun este informe, este grupo —un tanto
heterogéneo de especies— seria el segundo grupo de especies
mas utilizadas después de los ratones, por delante de aves de
corral, ratas y peces cebra. En el informe del MAPA se detallan
cudles son esos otros peces y, claramente, los mas utilizados son
las especies que ya estan siendo usadas comercialmente o las que
se estan tratando de criar en cautividad para ese fin, como: el
rodaballo (Scophthalmus maximus), la dorada (Sparus aurata), la
lubina (Dicentrarchus labrax) o el atun (Thunnus thynnus).

Enelcasodelos peces, hay que considerar, también, que en las
estadisticas se incluyen las larvas auténomas para su alimentacién
(lo que incrementa su nimero), pero en el caso de los peces de
importancia en acuicultura, se emplean animales ya adultos para
los experimentos en lamayoriade los casos.

Para los que trabajamos con los modelos de experimentacion
gue consideramos “convencionales’, el uso tan elevado de estos
“otros animales” como las aves y los peces nos puede resultar
sorprendente, pero si hacemos una busqueda de los proyectos de
investigacion que los utilizan, veremos que son muy numerosos y
en campos también muy variados. Muchos de los proyectos estan
relacionados con la genética, la nutriciéon o ambas, para conseguir
una mejorade lareproduccién, del crecimiento, sanitaria o incluso
de bienestar animal; como, por ejemplo, para atenuar mediante el
uso de determinados piensos las situaciones de estrés durante
lacria.
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A la Universidad de Granada nos han llegado muestras de
dorada, lubina y rodaballo, procedentes de la Universidad de
Almeria. Las especies mencionadas tienen hébitats y habitos
alimentarios muy diferentes, pero todas ellas son especies
utilizadas en acuicultura y con un nexo comun: forman
parte de estudios orientados a evaluar el efecto de
aditivos/ingredientes alimentarios en el sistema digestivo
delos peces; fundamentalmente, muestras deintestino e higado.

Nos centramos en esos dos érganos porque la investigacion
que se desarrolla en ellos estd orientada a diversos aspectos de su
nutricion y alimentacion; sobre todo al desarrollo de piensos para
especies de acuicultura y a valorar los efectos que pueden tener
diferentes ingredientes/aditivos. En nuestro caso, ademas, hemos
comparado estas muestras con las que tenemos de peces cebra,
que es el modelo animal con el que trabajan varios grupos de
nuestra universidad.

Laalimentacion delos peces de acuicultura —especies marinas
sobre todo— ha dependido durante mucho tiempo de la pesca
extractiva para la obtencion de harinas y aceites de pescado con
los que se elaboraban los piensos. El agotamiento de los
caladeros, el incremento de la demanda y del precio de estos
insumos han generado que cada vez se usen menos estos
ingredientes y se hayan tenido que introducir otros ingredientes
alternativos. Esto es factible porque se sustituyen unos nutrientes
por otros, pero no es menos cierto que la mucosa intestinal se
resiente cuando estas sustituciones son muy drasticas, o cuando
se usan determinados ingredientes para alimentarlos. En algunas
especies se ha pasado de usar un 40% de harina de pescado a usar
un 5%, lo que genera cambios estructurales y fisiolégicos
notables en el intestino, con los correspondientes problemas que
ello acarrea. La alimentacién de los peces es algo que
continuamente se esta innovando con nuevos ingredientes y



aditivos, y por ello es clave ver como se comportan los animales
frente al cambio en la formulacion y disefo de las dietas. Las
férmulas de ingredientes de hace 10 afos nada tienen que ver con
las que se usan ahora mismo y en 10 afos seran totalmente
diferentesalasactuales.

En este contexto, el sistema digestivo es una pieza
fundamental en la nutricién del pez por ser el lugar en el que se
digiere el alimento y desde el que se absorben los nutrientes para
su posterior uso sistémico. Por ello se estudia el aparato digestivo,
(fundamentalmente el intestino) desde una doble perspectiva: i)
en relacion a su integridad estructural, y ii) en lo referente a su
funcién.

Respecto a lo primero, las imagenes de microscopia dptica se
utilizan para analizar la estructura y realizar una serie de
mediciones que nos pueden aportar informacién de si todo estd
dentro de la normalidad o de si hay indicios de que algo puede ir
mal; por ejemplo, fendmenos de inflamaciéon o esteatosis
intestinal ocasionados por el uso de ciertos ingredientes. Los
pardametros que se miden son la longitud de las vellosidades (un
aumento nos puede indicar mayor superficie de absorcion), el
espesor de la lamina propia (un aumento puede indicar
fendmenos pro-inflamatorios), el nimero de leucocitos infiltrados
en la lamina propia, el nimero de células caliciformes y/o la
anchura de la vellosidad. Todos estos datos proporcionan
informacién acerca de si hay alteraciones estructurales o no. Del
mismo modo que se pueden utilizar para ver si algo marcha mal,
también se pueden usar para ver si hay un efecto positivo, sobre
todo cuando se utilizan ciertos aditivos/ingredientes cuya funcién
esmejorar el estado dela mucosaintestinal.

El estudio histolégico, junto con el que se hace desde el punto
de vista funcional —cuantificando diferentes enzimas intestinales
y la microbiota—, nos permite indagar el estado del sistema
digestivo de los animales. Es importante destacar que el intestino
no sélo es una superficie que tiene un papel clave en la absorcion
de los nutrientes, sino que de su estado también va a depender el
estado inmunolégico del pez; de hecho, el intestino se considera
un érgano inmunoldgico en estos animales. Por eso, los conceptos
nutriciéon e inmunidad van de la mano en acuicultura. En la
practica acuicola hoy en dia, se tiene muy claro que una mucosa
intestinal en buen estado es garantia de buen crecimiento y
también de una menor incidencia de patologias. El acuicultor
consigue que sus peces crezcan bien y que no haya que utilizar
tratamientos para curar patologias, las cuales tienen mayor
incidencia cuandolamucosaintestinal esta debilitada.
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MATERIAL Y METODOS

Las muestras de intestino e higado procedentes de tres
especies de peces de interés comercial (dorada, lubina, rodaballo)
y una de interés cientifico (pez cebra) se procesaron de forma
rutinaria para hacer tinciones histolégicas. Todas ellas fueron
fijadas en formalina al 10% y en el caso del pez cebra (como se
procesa completo) se descalcificé previamente a su
procesamiento en parafina. Se realizaron tinciones de
hematoxilina-eosina y de azul Alcian, este Ultimo para el tejido
intestinal.

RESULTADOS Y DISCUSION
Intestino

En el intestino de todas las especies analizadas no se
observaron diferencias entre el intestino delgado y el grueso,
aunque si se puede establecer una diferencia entre la parte
anterior y la parte posterior; una disminucion de la altura de las
vellosidades hacia la zona posterior y el consiguiente
adelgazamiento de la pared (ver Figura 1). Esimportante, sise vaa
hacer un estudio histomorfométrico midiendo la alturay el grosor
de las vellosidades, que se seleccione siempre el mismo punto de
toma de la muestra para evitar que las variaciones anatémicas
normales se achaquenincorrectamente a los tratamientos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Intestino anterior y posterior: Obsérvese la mayor altura de las
vellosidades intestinales en la parte anterior (A) respecto a la
posterior (B).Tincion Hematoxilina-Eosina (4x).

La pared intestinal es similar a la de otros vertebrados y esta
constituida (desde la luz al exterior) por una capa mucosa con
epitelioy ldmina propia, una capa submucosa, una capa muscular
bastante gruesa y formada por una capa circular interna y otra
longitudinal externa, y una capa serosa mas externa™.



La capa mucosa forma vellosidades que se encuentran
recubiertas por células epiteliales asentadas sobre un tejido
conjuntivo con capilares sanguineos y vasos linfaticos. El epitelio
intestinal es de tipo columnar y presenta microvellosidades en la
parte apical (el denominado ribete en cepillo de los enterocitos, las
células epiteliales del intestino®). Este epitelio tiene dos tipos
celulares principales: los enterocitos, encargados de la absorciéon
gracias a la presencia de microvellosidades en su borde apical, y las
células caliciformes, glandulas unicelulares encargadas de la
secreciéon mucosa’. Estas Ultimas son las que aparecen tehidas de
color azulado con la tincién de azul Alcian (ver Figura 2). Cabe
destacar que, en el caso del intestino de rodaballo, estas células no
se tinen con esta técnica. Este hecho puede ser debido a la diferente
apetencia tintorial de los mucopolisacaridos presentes en las células
caliciformes de esta especie en concreto.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Intestinos tenidos con Hematoxilina-Eosina y azul Alcian; este
ultimo colorante pone de manifiesto las células caliciformes del
epitelio de la mucosa intestinal. A. Intestino de pez cebra (20x).
B.Intestinode lubina (10x).

En la parte anterior del intestino se pueden observar, en
ocasiones, pliegues de las vellosidades (ver Figura 3A). Su funcion
podria ser la de retrasar la velocidad del movimiento peristaltico
intestinal y permitir una retencién parcial de la comida
semidigerida, lo que aumentaria la efectividad en la digestion y
absorcion. En los peces no hay verdadera presencia de glandulas de
Lieberkihn’.

La ldamina propia esta constituida por un tejido conjuntivo laxo
dispuesto entre las vellosidades y formado por fibroblastos, fibras
de colageno, linfocitos y vasos. También puede contener alguna
fibra muscular lisa que es mas dificil de observar con la tincion de
Hematoxilina-Eosina’.

La tdnica o capa submucosa estd formada por un tejido
conjuntivo con numerosos vasos sanguineos (ver Figura 3B). En esta
capay en laldmina propia, sorprende encontrar en lubinas, doradas
y rodaballos la presencia de unas células que contienen unos
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granulos intensamente eosindfilos en el citoplasma y que pueden
llegar a ser muy numerosas (ver Figura 3C). Estas células tienen una
funcion similar a los mastocitos de mamiferos, contienen péptidos
antimicrobianos cuya degranulacion aumenta la permeabilidad
vascular y la adhesion de los neutrdfilos, por lo que jugarian un
papel importante en lainmunidad innata y la inflamacién’. Por otro
lado, junto con estas células también se observa una cantidad
variable de tejido linfoide (ver Figura 3D).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.-A. Vista panoramica de una seccion transversal de intestino de
lubina (barra de escala 200 pm). B. Detalle de una vellosidad
intestinal con epitelio a ambos lados delimitando la
submucosa, donde se pueden observar vasos sanguineos
(puntas de flechas) (20x). C. Detalle de la submucosa a mayor
aumento, donde se observan las células de granulos
eosindfilos, con gran afinidad por la eosina (40x). D. Acimulo de
tejido linfoide en la submucosa intestinal de dorada (flecha,
10x). Tinciones: A, Azul Alcian y Hematoxilina-Eosina. B-D,
Hematoxilina-Eosina.

Higado

En el parénquima hepatico de todos los peces analizados no se
observa una organizacién en lébulos, de manera que las venas
centrolobulillares aparecen diseminadas al azar por el 6rgano. En
todos los casos, los hepatocitos tienen una forma poliédrica con
grandes nucleos con nucléolos muy evidentes que se suelen
encontrarlocalizados a nivel central.

Los hepatocitos de los peces cebra presentan dimorfismo
sexual. Las hembras reproductoras tienen el citoplasma
intensamente basofilo debido a la produccion de vitelogenina (una
fosfolipoglicoproteina que forma parte del huevo). En los machos,
esta basofilia es significativamente menor’, probablemente sea
similar en hembras que no estan poniendo huevos. El higado del



pez cebra tiene pocas arteriolas y no posee células de Kupffer® (ver
Figura4A).

En los peces de acuicultura analizados, la mayoria de los
higados presentan hepatocitos con un desplazamiento de los
nucleos hacia la periferia celular, por la presencia de vacuolas claras
en el citoplasma que suelen corresponderse con acumulos de
lipidos. Otras vacuolas mas pequefasy menos definidas podrian ser
depésitos de glucdgeno, que también son frecuentes en peces de
acuicultura’. El aumento o disminucién de estos depésitos permite
a estos animales tener reservas para cubrir sus necesidades
metabdlicas. Esta es también una de las variables que se estudia
cuando se hace analisis de diferentes dietas administradas a
especies comerciales. El acumulo de grasa a nivel hepatico
(esteatosis) no deberia comprometer la funcionalidad de este
o6rgano (ver Figuras4By4C).

El sistema biliar esta formado por canaliculos intercelulares que
se anastomosan para formar conductos tapizados de un epitelio de
células cuboidalesy rodeado de tejido conjuntivo’ (ver Figura 4D).

Imagen suministrada por la autoria

Figura4.-A. Higado de pez cebra macho (10x). B. Higado de pez cebra
hembra (10x). Se puede observar facilmente una mayor
basofilia en el higado de la hembra. C. Hepatopancreas de
dorada (20x). Los hepatocitos acumulan vacuolas de grasa en el
citoplasma. D. Conductos biliares en el higado de la dorada
(20x).Tincion A-D, Hematoxilina-Eosina.

En el caso de los peces cebra, el pancreas aparece extendido de
forma difusa a lo largo del intestino (ver Figura 5A). Los conductos
pancreaticos estan formados por un epitelio, cuboidal o columnar
segun su localizacién, rodeado de coldgeno y fibras elasticas’. Sin
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embargo, en los higados de doradas y lubinas encontramos islotes
de péncreas exocrino distribuidos por el parénquima hepatico. En
este caso, el higado de estas especies se denomina
hepatopancreas. Esta estructura se genera durante el desarrollo,
cuando el tejido pancreético crece alrededor de la vena porta;
posteriormente, tanto la vena como el tejido pancreético penetran
en el parénquima hepatico’ (ver Figura 5B).

Las células excretoras se organizan en grupos, observandose
dos tipos de células: las centroacinares y las células tipicas del acino
(ver Figura 5C). Las primeras son poliédricas, con su porcién basal
sobre larama de la vena porta y la zona apical hacia la luz del acino.
Las células tipicas del acino son también poliédricas y se organizan
en grupos para formar los acinos pancreaticos, con una luz central
para excretar las enzimas’. La parte basal de las células es baséfila,
mientras que la apical es intensamente eosindfila al contener
principalmente los granulos de zimégeno para la digestion de los
compuestos de la dieta. Los nticleos suelen estar localizados en una
porcién basal con nucléolos muy marcados. Entre las células
acinares y, especialmente, en la parte mas externa de los acinos, se
observan unas células redondeadas y ovales que estan
relacionadas con fenémenos de inmunidad celular. Son células
migrantes que se encuentran en muchos otros érganos como
corazén, rifldn, branquias o intestino®.

- agen suminitrada or Iautcrla

Figura5.- A. Pancreas difuso de pez cebra (10x). B-D. Hepatopéncreas de
dorada. B. Pueden observarse dos regiones de pancreas
exocrino dentro del parénquima hepatico (10x). C. Detalle de
una de las porciones de pancreas exocrino (20x); se observan las
células centroacinares (estrella negra) y las células redondeadas
en la parte externa del acino (asterisco). D. La flecha sefala una
de las células redondas relacionadas con la inmunidad de los
peces (20x) que también se observan en laimagen C.Tincién A-
D, Hematoxilina-Eosina.



CONCLUSION

El estudio histoldgico del aparato digestivo y sus gldndulas
asociadas tiene un gran interés en el pez cebra por sus
aplicaciones como modelo animal en el campo de la investigacion
bésica, pero adquiere alin mayor importancia en las especies de
peces con interés comercial en acuicultura. Sus cambios,
especialmente en su estructura general y en laalturay el grosor de
las vellosidades con diferentes tipos de dietas, estan relacionados
de forma directa tanto con un mayor aprovechamiento
metabdlico de dichas dietas, como con un mejor estado
inmunolégicoy una mayor defensa frente a las enfermedades.

Por otro lado, el estudio del estado del higado también
permite conocer el aprovechamiento de los componentes
nutritivos, siempre que los cambios de formulacién en las nuevas
dietas no provoquen un aumento patoldgico de los acimulos que
pongaen peligrolasalud delos animales.
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Mantenimiento de la actividad de RELY+ON™

VIRKON™

para la descontaminacién de

superficies de instalaciones de animales

Pascual Alvarez G.', Garrido Velayos D.”, Mengibar Vallejo M.P.’, y de Miguel Casas M.P.’

'Jefe del Servicio de Seguridad Bioldgica, Centro de Investigacion en Sanidad Animal, INIA

’Jefe de Equipo de Sequridad Biolégica, TRAGSATEC
‘Técnicos de Sequridad Bioldgica, TRAGSATEC

Palabras clave: biocidas, Virkon, estabilidad.
RESUMEN

El presente estudio muestra el comportamiento en el tiempo
del producto RELY+ON™ VIRKON™ al 2%, cuando es sometido a
diferentes temperaturas, rangos de iluminacién y cargas
organicas, y comprobar como los posibles cambios afectan a su
accion bio-descontaminante o biocida.

Con el fin de prevenir o eliminar la presencia de agentes
biolégicos patégenos, su estabilidad resulta fundamental para
una eficaz aplicacion eninstalaciones de cualquier tipo.

INTRODUCCION

Los estudios de estabilidad de un biocida se realizan para
establecer, garantizar y asegurar su actividad en un tiempo
determinado, bajo lainfluencia de diferentes factores ambientales
fisicos (temperatura e iluminacién), quimicos (pH) u otros
(presencia de materia organica). En todo caso, el estatus de
limpieza previo del material empleado debe tomarse siempre en
consideracién con el fin de garantizar al maximo la accién biocida
ensuespectrode actuacion.

OBIJETIVO

Determinar el mantenimiento o disminucién de la eficacia en
el tiempo del bio-descontaminante Rely+On™ Virkon™ cuando es
sometido a la influencia de factores medioambientales; de forma
gue se mantenga una confianza en su actividad dentro de un
rango de seguridad y que este conocimiento pueda ser utilizado
como herramienta de control del virus de la peste porcina africana.
El presente estudio se desarrolla entre los meses de abril de 2018y
mayo de 2019.
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MATERIAL UTILIZADO

- RELY+ON™ VIRKON™, Formato sélido en polvo en contenedor
de5kg.Lote: 1708BA0247, caducidad 08/2020.

- 2banostermostaticos P-Selecta.

- 1frigorifico Liebherr Premium Nofrost.

- 2estufas (P-Selecta Rotabit). Cualificacion térmica vigente.

- Balanza de precision (Kern, modelo 572). Calibracion interna
vigente.

- Pipetas Pasteur y 25 botes de cristal (10/20 transparentes y 5
topacios).

- Medidor multiparamétrico de pH, temperatura y
conductividad (Hanna Instruments, modelo HI991300).
Calibracién externavigente.

- Luxémetro (Testo, modelo 545 Lux fc.). Certificado de
calibraciénvigente.

- Cabina de Seguridad Bioldgica (Telstar Biostar Plus 3S).
Cualificacion vigente.

- Incubador Nuaire Us Autoflow. Cualificacion térmica y de gases
vigente.

METODOLOGIA
Prueba 1

El ensayo se realizo, durante 5 dias, en una estancia con
iluminaciéon natural a diferentes temperaturas, en ausencia o en
contacto con el aire exterior.

Se tomaron 15 frascos de vidrio transparente, divididos en 5
lotes identificados como “A, B, C, D y E’, sometidos a diferentes
temperaturas (verTabla 1): A.4°C; B. 22°C; C.30°C; D.40°C; y E. 50°C.
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Cada lote cuenta con 3 réplicas en contenedores numerados
del 1 al 3 segun el siguiente criterio: 1) ausencia de tapon, 2)
presencia de tapdn, y 3) control, presencia de tapén y con envoltura
exterior de papel de aluminio.

Se preparan los 15 frascos con 500 ml de agua de grifo
(procedente del Canal de Isabel Il,a 21°Cy con pH entre 6,87-7,23) y
10g de RELY+ON™VIRKON™ (mezcla al 2%).

Se monitoriza pH, temperatura, iluminacién y un estudio
organoléptico (verTabla 2).

Prueba 2

El proceso se desarrolla de igual forma que en la prueba 1, pero
en una estancia sin iluminacién natural y sometido a luz artificial
ininterrumpida durante los 5 dias de ensayo (ver Tablas
3y4).

Prueba 3

Se ensayan, durante 5 dias, diferentes cantidades crecientes de
materia organica (MO) como interferente de actividad, a dos
temperaturas (22°C y 30°C), controlando el pH (ver Tablas 5y 6) y
verificando presencia o ausencia de crecimiento mediante cultivoy
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de Petri
con Triptiso y Agar (TSA) (ver Tabla 7). No se realizan pruebas
organolépticas.

El agua de partida presenta una temperatura de 19°C y un pH
entre 6,83 y 8,32. Los lotes se organizan en funcién de la materia
organicaanadida:

- 22°C:A.259g;B.509;C.75g;yD.1004g.
- 30°C:E.259;F.509;G.754g;yH.100.

Prueba 4

En base a los resultados obtenidos en la prueba 3, se descartan
datosy se trabaja con 25 gy 50 g de materia organica, durante 5 dias,
atemperaturasde 22°Cy 30°C (verTablas8y9).

Serealiza, diariamente, un cultivo de ensayo de 0,5 ml en placas
TSA (6 muestras: 30 placas) (verTabla 10). Elagua de partida tiene un
pHde7,50-7,80y temperatura de 24°C.

- LoteA(22°C):A1.sin MO; A2.25 gde MO;y A3.50 g de MO.
- LoteB(30°C):B1.sin MO; B2.25 gde MO;yB3.50g de MO.

Prueba 5

Repeticion de ensayos de prueba 4 (ver Tablas 11, 12y 13) a
temperaturade agua 8°Cy pH entre pH 8,80-8,93.

Prueba 6

Repeticion de ensayos de pruebas 4 y 5. Temperatura de agua
21,5°Cy pHentre 8,80-8,96 (verTablas 14y 15).

Tabla 1.-Variacién de pH a distintas temperaturas (T2), iluminacion natural variable y contacto con aire exterior: (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco

cerradoy recubierto con aluminio.

pH lux pH lux pH lux pH lux pH lux
A1 1,95 0 2,04 0 2,13 0 2,07 0 2,13 0 500
A2 1,86 2,05 0 1,97 0 1,97 0 2,12 0 500
A3 1,87 0 2,06 0 1,99 0 2,02 0 2,08 0 500
B1 1,84 330 2,04 700 2,05 698 1,98 367 2,04 517 500
B B2 183 330 2,06 700 2,07 698 1,93 367 2,05 517 500
B3 26 330 2,55 700 2,21 698 2,04 367 2,1 517 500
c1 1,87 330 214 595 2,06 595 1,99 565 21 370 500
= | c2 1.8 330 2,08 595 1,98 595 1,94 565 2,07 370 500
c3 1,76 330 2,07 595 1,97 595 1,93 565 2,06 370 500
D1 1,77 23 2,14 50 2 42 1,9 38 1,96 43 425
S D D2 180 23 2,08 50 1,99 42 1,87 38 2 43 500
D3 1,75 23 2,07 50 1,98 42 1.9 38 2,02 43 500
E1 1,73 330 1,99 642 1,98 573 1,94 723 2,01 1020 425
= E2 1,71 330 2,15 642 1.95 573 1,93 723 2 1020 500
=y R ,69 330 2,17 642 1,99 573 1,94 723 2,01 1020 500
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RESULTADOS

Prueba 1

Semanadel 16-20/04/2018

Cambio de color

homogéneo

Particulas /
Precipitacion

Sedimentacion

Separacion de
fases

Prueba 2

Semana del 7-11/05/2018

Tabla 3.-Variacion semanal de pH a distintas temperaturas y nivel de iluminacion artificial en lux: (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y
recubierto con aluminio.

Liquido

Olor

LUNES

MARTES

MIERCOLES

JUEVES

E,D

VIERNES

Tabla 2.-Estudio
Organoléptico de la
prueba1.

pH lux pH lux pH lux pH lux pH lux
A1 3,16 2,06 1,93 1,91 1,93 500
A2 2,65 2,04 2,03 1,99 1,93 500
A3 2,85 2,05 2,05 1,95 1,87 500
B1 2,67 20 1,95 24 2,23 32 1,88 27 1,95 23 500
B2 2,28 20 1,93 24 2,14 32 1,99 27 1,96 23 500
B3 2,28 20 1,97 24 2,12 32 2,01 27 1,94 23 500
c1 2,27 15 2,06 18 2,05 23 2,04 11 2,06 17 500
c2 29 15 2,07 18 2,21 23 1,96 11 2 17 500
C3 3,09 15 2,01 18 2,11 23 1,95 11 1,98 17 500
D1 2,98 0 2 0 1,99 1,94 0 1,9 0 425
D2 3,01 0 2,09 0 2,09 2,05 0 1,99 0 500
D3 3,11 0 1,97 0 1,95 1,97 0 1,93 0 500
E1 2,46 17 26 13 2,08 22 2,02 17 2,07 16 425
E2 3,01 17 1,97 13 2,03 22 1,96 17 2,01 16 500
E3 3,12 17 1,99 13 2,06 22 2,02 17 2,98 16 500
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Variacion de color

Homogeneidad

Particulas/Precipitacion

Sedimentacion

Olor

Separacion de fases

Prueba 3

Semana del 21-25/05/2018

MARTES

D1, E

A, B, C, D2,
D3, E

A1

A1

D1

MIERCOLES

D1, E1, E2

A, B, C, D2, D3,

A1

A1

E1, E2

D1

E

JUEVES

D1, E1, E2

A, B, C,D2,

D3, E

Ninguno

Ninguno

D1

D1

VIERNES

D, E

A, B, C1, C3,

D, E

Ninguno

Ninguno

C,D,E

Cc2

Tabla 4.-Prueba 2.
Estudio Organoléptico.

Tabla 5.- Comparativa de pH e iluminacion (en lux) a 22°Cy 30°C; a distinto contenido de materia orgéanica (MO en g): (1) frasco abierto;
(2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y recubierto con aluminio.

° 0(0) —— lux pH lux pH lux pH lux pH lux

‘ A1 2,62 112 2,75 157 2,18 157 2,18 252 2,16 215

‘ A2 25 262 112 241 157 2,27 157 227 252 224 215

| A3 261 | 12 | 227 157 229 157 | 228 %2 | 222 215

‘ B1 225 112 243 157 241 157 24 252 2,34 215

‘ B2 50 225 112 248 157 258 157 2,56 252 254 215

g ‘ B3 225 112 27 157 242 157 243 252 2,38 215
‘ c1 226 112 263 157 2,56 157 2,52 252 251 215

‘ c2 75 226 112 3.1 157 3.55 157 3,65 252 3,67 215

‘ C3 2,26 112 2,96 157 3,27 157 3,34 252 3,46 215

| o1 207 | 112 | 401 157 438 157 | 453 252 | 461 215

|p2| 100 | 227 | 12 | 301 157 328 157 | 325 252 | 321 215

‘ D3 2,27 112 2,88 157 2,86 157 2,84 252 3,37 215

E1 227 0 2,35 0 23 0 227 0 227 0

E2 25 227 0 225 0 223 0 221 0 22 0

E3 227 0 2,31 0 226 0 224 0 2,24 0

F1 227 0 25 0 252 0 247 0 2,48 0

F2 50 227 0 242 0 244 0 2,41 0 2,47 0

: F3 227 0 278 0 2,96 0 293 0 204 0
3 G1 225 0 267 0 261 0 261 0 264 0
G2| 75 | 225 0 265 0 274 0 2.76 0 279 0

G3 225 0 26 0 263 0 2,61 0 267 0

H1 228 0 251 0 273 0 274 0 276 0

H2 100 228 0 283 0 277 0 277 0 279 0

H3 228 0 2,46 0 2,61 0 27 0 2,75 0




Tabla 6.-Prueba 3. Evolucién del pH respectoala carga orgénica/tiempo.

Evolucion pH Virkon con carga organica/tiempo wit
Semanas 21-25 Mayo 2018 BA3

us2
(15}
nC3
up-2
[ 151
"E3
- mF2
uG-1
G3

2

O = N W s Wwm

[ 1]
Ne-1
ug3
ue2
uD-1
uD-3
mE2
HF-1
uf3
G2
BH-1

H-3

Tabla 7.-Prueba 3. Cultivo de placas TSA (UFC, Unidades Formadoras de Colonia. (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y recubierto con

aluminio.
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Prueba 4

Semana del 9-13/07/2018

Tabla 8.-Comparativa de pH e iluminacion (en lux) a 22°Cy 30°C; M.O. seleccionadas: (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y recubierto con

aluminio.
AR RCO
O O (g

pH lux pH lux pH lux pH lux pH lux

A1 0 2,24 120 2,16 120 2,08 120 2,08 73 2,06 69

A2 25 2,33 120 2019 120 2,67 120 2,62 73 2,53 69

A3 50 2,83 120 3,66 120 2,69 120 3,65 73 3,6 69

B1 0 222 120 2,12 120 2,06 120 2,05 73 2,01 69

= - B2 25 2,46 120 2,66 120 2,56 120 25 73 2,39 69

B3 50 2,66 120 3,57 120 3,55 120 3,53 73 3,48 69

Tabla9.-Prueba 4. Evolucion del pHrespectoala carga orgénica/ tiempo.
Evolucién pH Virkon con carga orgénica/tiempo
Semanas 09-13 Julio 2018
4
3 "Al
mA2
a2 "A3
1 } "Bl
.82
0 =83
L M X J v

Tabla 10.-Cultivo de placas TSA (UFC, Unidades Formadoras de Colonia). (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y recubierto con aluminio.

Sin carga
25 - Sl - -
50 S Sl Sl SI
Sin carga - - - -
25 SI - Sl -
50 S| - SI 8

67




Prueba 5
Semana del 24-28/09/2018

Tabla 11.- Comparativa de pH e iluminacion (en lux) a 22°Cy 30°C (lunes: estancia a oscuras); (en ausencia/presencia de materia organica). (1) frasco abierto;
(2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y recubierto con aluminio.

° O (g = - -

pH lux pH lux pH lux pH lux pH lux

A1 0 2,09 - 2,05 412 2,05 450 2,03 414 2,05 412

A2 25 2,27 - 24 412 24 450 2,33 » 414 2,33 » 412

A3 50 2,32 » - 3,07 . 412 3,21 450 3,24 ‘ 414 3,26 . 412

B1 0 2,21 - 211 381 2,09 391 2,05 367 2,05 367

o = B2 25 2,23 . - 2,47 » 381 2,51 391 2,47 . 367 2,47 367
B3 50 2,33 - 2,75 381 2,92 391 2,85 367 2,85 367

Tabla 12.- Prueba 5. Evolucion del pH respecto a la carga organica/tiempo.

| Evolucién pH Virkon con carga orgénica/tiempo

Semanas 24-28 Septiembre 2018

4
3 NA1
= WA-2
52 wA3
1 NB-1
B2
0 uB3

L M X J \

Tabla 13.- Cultivode placasTSA (UFC, Unidades Formadoras de Colonia). (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y recubierto con aluminio.

Sin carga

25 - - - - -
50 - - - - Sl
Sin carga - - - - -
25 - - - - Sl

50 - - - Sl Sl
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Prueba 6
Semana del 15-19/10/2018

Tabla 14.- Comparativa de pH e iluminacién (en lux) a 22°C y 30°C; (ausencia de materia organica). (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y
recubierto con aluminio.

0 ° pH lux pH lux pH lux pH lux pH lux

Al 0 2 397 2,03 458 1,98 575 1,98 455 2 462

A2 25 2,25 397 2,81 458 2,61 575 2,56 455 2,53 462

A3 50 2,25 397 3,22 458 3,55 575 3,72 455 3,76 462

B1 0 2,09 467 21 486 2,04 487 2,03 419 2,06 459

! B B2 25 2,26 467 2,79 486 2,73 487 2,71 419 2,66 459
B3 50 2,42 467 3,82 486 4,03 487 4,18 419 4,22 459

Tabla 15.- Cultivode placas TSA (UFC, Unidades Formadoras de Colonia): (1) frasco abierto; (2) frasco cerrado; (3) frasco cerrado y recubierto con aluminio.

i i | LUNES | MARTES | MIERCOLES | JUEVES | VIERNES | ALOS7DiAS

Al Sin carga - - - - - -

| A2 25 . . = . . =

A3 50 - - - - B -

Bl Sin carga - - = - - =

= A B2 25 - - - - - -

B3 50 - . sl Sl Sl Sl

CONCLUSIONES AGRADECIMIENTOS
1. RELY+ON™ VIRKON™ se descompone a temperaturas >40°C, A la empresa FHP S.L. por su colaboracién y asesoramiento
perdiendo su estabilidad. técnico.

2. A 4°C, aunque se observa turbidez, sigue manteniéndose el
pH estable, por lo que RELY+ON™ VIRKON™ mantiene su

actividad. BIBLIOGRAFIA

3. Atemperatura >30°C, RELY+ON™ VIRKON™ sufre pérdida de 1. Biocidas. Ministerio para la transicién ecolégica. 2020.www.miteco.
color o aparicion de olor clorado (producto de su gob.es/es/calidad-y-evaluacion-ambiental/temas/productos-
descomposicién en cloro e hipoclorito) y éxidos/diéxidos de quimicosbiacinasi
azufre. 2. Broadley J., Furr J.R., Jenkins PA., et al. Antimycobacterial activity of

. . . “VirkonS" The Journal of Hospital Infection. 1993;23(3):189-97.
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estabilidad de RELY+ON™VIRKON™. 3. Guia para la realizacién y presentacién de estudios de estabilidad.
) ) o 2018. Instituto de Salud publica, Ministerio de Salud, Chile.
5. Enausenciade materia organica, RELY+ON™VIRKON™ el pH se www.ispch.cl/sites/default/files/GUIA%20DE%20ESTABILIDAD

mantiene estable a cualquier temperatura.
4. Fichadedatosdeseguridad. Dupont.www.dupont.hk

6. Enpresenciade materiaorganicay en cantidades superiores a
25 g/l, el pH aumenta y RELY+ON™ VIRKON™ pierde su accién 5. Hospital Disinfection Experts. Biosteril. www.biosterit.it/en/virkon

descontaminante. . Organoléptico. https://boletinagrario.com/ap-6,organoleptico,

963.html
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Como hacer visible lo invisible: sistema de tarjetas

Gema Luque y Esmeralda Muihoz
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)

Palabras clave: tarjetas de identificacion, roedores, cubetas.

INDICIO

Un sistema de tarjetas nos permite visualizar de forma claray
concisa todo lo que se estd llevando a cabo en los animales
incluidos en una cubeta.

PLANTEAMIENTO

Segun el Real Decreto 53/2013 todas las cubetas de
alojamiento de roedores deben estar provistas de un sistema de
identificacion que incluya la especie, raza, cepa, sexo, fecha de
nacimiento, fecha de cruce (si son parejas), nimero de animales y
el coédigo de proyecto aprobado por la Autoridad Competente,
permitiéndonos con ello identificar de forma precisa tanto al
responsable, como los procedimientos autorizados.

La normativa actual junto con la necesidad de tener
informacion clara y rdpida de todo lo que estd ocurriendo dentro
de dicha cubeta ha hecho que a lo largo de los afos todo el
personal del animalario haya participado en la implementacion
de un sistema de tarjetas identificativas (ver Figura 1). Esta
herramienta visual nos permite llevar un control muy eficaz de los
animales, evitando errores e incluso mejorando su bienestar.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Diversas tarjetas identificativas que utilizamos.

Este sistema nos permite mostrar gran cantidad de

informacion, como se presenta a continuacion:

Stock: tarjeta que puede presentarse en diferentes colores
(para diferenciar al usuario responsable de los animales
contenidos en la cubeta) y contiene, como minimo, los datos
obligatoriosincluidosenel RD 53/2013.

Permanent breed y Single breed: tarjeta que puede
presentarse en diferentes colores (para diferenciar al usuario
responsable del cruce) y que identifica un cruce activo simple
(single breed, una Unica camada) o permanente (permanent
breed, cruce que se mantiene, normalmente, hasta el
decaimiento en el nimero de camadas o crias).

Sentinels: identifica a los animales seleccionados como
centinelas para ser utilizados en los controles sanitarios
periddicos realizados seguin las recomendaciones de FELASA.

Procedure: identifica el procedimiento que estén sufriendo o
han sufrido todos o algunos de los animales incluidos en la
cubeta. Ademds, podemos encontrar tarjetas de
procedimientos especificos como son las de Surgical para
cirugias (se debera cumplimentar no sélo el tipo de cirugia,
sino también la fecha de realizacion, el tipo de anestesia
utilizadoy la aplicacion diaria de analgesia) o la de Fasting para
ayunos, (se deberd indicar la fecha con la hora de comienzo y
finalizacién del procedimiento).

Drink treatment y Feed treatment: indica que el animal o
animales incluidos en la cubeta estan bajo un tratamiento
especifico de bebida o comida. En el caso de ser un
tratamiento en bebida, ademas, se administrard en un
biberén negro (independientemente de su fotosensibilidad) y
los pellets de tratamiento deben ser diferentes en forma y
coloralos del pienso de mantenimiento.
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Pato-identificador: nos indica si existe uno o mas animales
dentro de la cubeta con una observacién clinica activa
(también se incluye en la aplicacion informética del
animalario). La severidad de esta se reconoce por el color de la
tarjeta: leve-verde, moderado-amarillo y severo-rojo.
Aquellos animales que presenten una tarjeta roja serdn
revisados ese mismo dia por el técnico o veterinario que
tomara la decision mas adecuada con respecto a su estado
(verFigura 2).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Ejemplo de una cubeta con diferentes tarjetas identificativas:

stock, cuarentena, malocclusion, en un procedimiento
quirdrgico, feed treatment y con un pato-identificador, en este
caso color rojo.

Malocclusion: esta tarjeta es una variante del pato-
identificador que nos indica que uno o varios animales de la
cubeta presentan este tipo de incidencia y donde se anotara
su revision periodica. Aunque los animales con este tipo de
patologia no se suelen mantener, tenemos casos
excepcionales en los que se deben conservar (fenotipo de la
linea) y esta tarjeta nos ayuda a llevar un control mas
exhaustivo del proceso.

Cuarentena: esta tarjeta se coloca cuando llegan animales
externos y se mantiene durante toda la fase de aclimatacion.
Identificamos asi que esos animales deben manipularse de

71

forma especial. También se puede utilizar en cualquier otro
momento que sea necesario hacer un manejo excepcional de
lacubeta.

- Negative y Positive plug: identifica la existencia o no de
tapon vaginal en hembras previamente cruzadas en las que se
solicitala confirmacion de monta.

- Pre-weany Wean: ayuda al técnico a identificar rapidamente
en qué momento se encuentra la camada o camadas
existentes en unacubetay asiagilizar su trabajo diario.

- Cage movement: identifica un cambio de localizacion de la
cubetadentrodelasinstalaciones del animalario.

- Weekend: identifica que la cubeta tiene un procedimiento
especial allevara cabo durante el fin de semana o dia festivo.

- Shipment: identifica que los animales contenidos en la
cubetase encuentran en una exportacion en curso.

- Dietas especiales: esta tarjeta no se presenta en las cubetas
que contienen animales, sino en otras cubetas habilitadas
para contener piensos especiales. Con ella, se lleva un control
delafechadeaperturay caducidad de estos.

COMENTARIOS Y CONCLUSIONES

Durante el paso de los anos y con la implementacion de las
diferentes tarjetas mostradas hemos notado un aumento
considerable en la eficiencia del trabajo, haciendo mas visible
cualquier notificaciéon y disminuyendo el nimero de errores en la
manipulacién delas cubetas.
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en humanos y caballos. Se trata de un patdgeno zoondtico emergente cuya propagacion geogréfica e
incidencia en humanos, caballos y aves ha aumentado significativamente en los ultimos afos. Durante
mucho tiempo se ha considerado un patdgeno leve, que causa brotes autolimitados. Esta nocién ha
cambiadoya que el VNO estd causando grandes epidemias con unalto impacto en la salud humanayanimal.

A menudo, en humanos su clinica se confunde con la de otras encefalitis, y es por ello por lo que se
requieren pruebas diagndsticas mas sensibles y especificas. El suero, y las células del bazo y del cerebro de
este animal estan contribuyendo a la elaboracién de mejores pruebas diagnosticas basadas en la PCRy los

anticuerpos monoclonales.
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