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E D I T O R |I A L

¢COMO ALOJAR Y MANEJAR CERDOS MODIFICADOS GENETICAMENTE?

La Comisién y e Consgo Europeos publican, de manera periddica, informes relacionados
con el uso de animales para fines cientificosy docencia. Sn embargo, S se necesita realizar com-
paraciones de uso entre los diferentes afios, s necesario tener en cuenta que, por gemplo, los
datos de 2002 hacen referencia a la “ Europa delos 14", y los del afio 2005 a la “ Europa de los
24" El Ultimo informe publicado ha sido con datos de 2005 (“ Fifth Report from the Commission
to the Council and the European Parliament on the Statistics on the number of animals used for
experimental and other scientific purposesin the member states of the European Union”).

En este tipo de informes, la mayoria de lo que cominmente conocemos como grandes ani-
males seincluyen dentro del grupo de los Artio y Perissodactyla: équidos, cerdos, cabras, ovgas
y terneros. S comparamos datos entre e afio 2002 y 2005, podemos concluir que e uso de ani-
males de todas as especies para fines cientificos y formacion se incrementd en un 3%, bésica-
mente por e aumento en € uso de roedores, aunque tarmhién hay que tener en cuenta que se ha
ampliado & ndmero de miembros dela UE. Sin embargo, €l nimero absoluto de animales de gran-
des especies utilizados € afio 2005, disminuyd entre un 7 %y un 30 %, segiin la especie. Los ter-
neros son la excepcion puesto que se ha incrementado su uso, bésicamente debido a la aportacion
de los nuevos estados miembros (estudios de produccion y megora dela cria).

Aunque € valor absoluto de animales usados se haya incrementado y €l niimero absoluto de
grandes especies haya disminuido, estas variaciones no han producido ningun cambio en la pro-
porcién de utilizacion de grandes animales, ya que desde d afio 1999 se ha mantenido que e 1%
de todos los animales utilizados son équidas, cerdos, cabras, ovejas o terneros (unos 130.000 ani-
males en 2005).

Como media de todos los estados miembros, la mitad del nlimero de animales de estas espe-
cies se ha utilizado en estudios de biologia fundamental, asi como en ensayos de control de cali-
dad de productos en medicina humana y veterinaria. En Espafia (datos de 2005), de los 60.000
animales utilizados 6.094 fueron équidos, cerdos, cabras, ovejas o terneros, por o que se mantie-
ne la proporcion como la media europea: 1% del total. Cabe destacar que mas del 70% corres:
ponde a cerdos. Aproximadamente, una tercera parte de ellos se emplean en estudios de toxicidad
0 seguridad, y una cuarta parte en formacion.

La generacion de animales modificados genéticamente ha sido muy exitosa en € raton, y sig-
nificativamente més dificultosa en especies de mayor tamafio. Recientemente, € uso de cdlulas
fetales 0 adultas para la produccion de animales genéticamente idénticos a partir de la transfe-
rencia nuclear, ha permitido la clonacion de diferentes especies: ovejas (1996) terneros (1998),
cabras (1999) o cerdos (2000). También se han generado animales por “ gen targeting” : cerdos
con € gen 1,3 galactosiltransferasa anulado (* knockout" ). Este gen esta relacionado con € pro-
ceso de rechazo en transplante de érganos, por 1o que la generacion de estetipo de animales abre
la posibilidad de xenotrasplante de cerdo a la especies humana.

>>5gue en pag siguiente
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VISUAL DIAGNOSTICS

En este sentido, € grupo de J. Gadea y cols,, nos presenta en este NOmero una valiosa revi-
S6n sobre |a utilidad de los modelos en porcino y, especialmente, sobre 1os Gltimos avances en
biotecnologia de Ia reproduccion de esta especie.

Aquellos centros que dispongan de animales genéticamente modificados (cerdos, por gem-
plo) han de cumplir 1a ley 178/2004 (* Reglamento general para el desarrollo y gecucion dela
Ley 92003, de 25 de abril, por la que se establece el régimen juridico de la utilizacion confina-
da, liberacion voluntaria y comercializacion de organismos modificados genéticamente” ), y noti-
ficar suuso. Para poder cumplir con laley es necesario disponer de lasingtalaciones adecuadas
que permitan confinar a este tipo de animalesy proteger a las personas que trabajan con elosy
al medio ambiente. Por otra parte, es necesario adaptar € cuidado y manejo de este tipo de ani-
males a las nuevas necesidades tecnol Ggicas que permita realizar una investigacion de calidad.

Una buena fuente de informacion relacionada con € uso de estas especies esla guia para el
uso y cuidado de las grandes especies (“ Guide for the Care and Use of Agricultural Animalsin
Agricultural Research and Teaching”, publicada por “ The Federation of Animal Science
Societies” (FASS 1999). Este manual estd estructurado en dos partes. los primeros capitulos
abarcan temas generales, tales como: politica ingtitucional (incluyendo recomendaciones rela-
cionadas con la actividad de los comités éticos), aspectos generales para e cuidado de los ani-
males o disefio de ingtalaciones. La segunda parte esta centrada en las caracteriticas concretas
para cada especie: ternero, caballo, pallo, oveia o cerdo. Es un libro completo y il
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Noticias de la SECAL

RESUMEN DE LA REUNION
DE LA JUNTA DE GOBIERNO DE LA SECAL

28 DE ENERO DE 2009

El pasado 28 de enero, la Junta de Gobierno de
laSECAL celebré unareunidn por teleconferencia,
en laque setrataron los siguientes asuntos.

« Comentarios a la propuesta de nueva Di-
rectiva sobre proteccion de animales utili-
zados con fines cientificos: tras la publica-
cion de esta propuesta, el 5 de noviembre de
2008, diversas entidades y sociedades, entre
las que seincluyen SECAL y FELASA, han
elaborado sus respectivos documentos con
comentarios y correcciones a este texto. Tal
€omo se apuntd en otras reuniones, se estima
gue la nueva Directiva entre en vigor en un
plazo de 2-4 afios.

« Discusion de documentosy propuestas de
FELASA: sevaloraron los distintos grupos
de trabajo que estan iniciandose y se aprob6
la designacion de un representante de la SE-
CAL paracadauno de€llos. Asi, sepropusie-
ron |as siguientes personas.

* Grupo de trabajo sobre signos clinicos:
Yolanda Saavedra.

* Grupo de trabajo sobre formacién de es-
tudiantes de di sci plinas biomédi cas: Ro-
sario Moyano.

*Grupo de trabajo sobre severidad de
procedimietos: Xavier Manteca.

*Grupo de trabagjo de “ Statistical Repor-
ting”: José Maria Orellana.

Asimismo, se aprobd la nominacién de Timo
Nevaleinen parasustituir aun miembro que fue ba-

jaen el “Accreditation Board Training and Educa
tion LAS’. Por otra parte, se aprobaron |os “térmi-
nosdereferencia’ del Grupo de Trabajo denomina
do“Health Monitoring”, cuyo objetivo principal es
realizar unarevisién y actualizacion de las reco-
mendaciones sobre controles sanitarios. Por otra
parte, se informé de que ECLAM ha elaborado un
documento en el que se solicitalacomunicacién de
efectos adversos producidos por farmacos de uso
veterinario, documento que estara disponible en la
web dela SECAL.

e Librosobre*Cienciay Tecnologia del Ani-
mal de L aboratorio”: en estareunion, seul-
timd e procedimiento de distribucién de esta
nueva publicacion de la SECAL, procedi-
miento que ya hasido difundido entre los so-
cios por diversos medios.

« X Congresodela SECAL, Salamanca 2009:
LuisMufioz informé alaJuntade las Ultimas
gestiones paralaorganizacion de este evento.
Entre ellas, se confirma larealizacion de un
taller sobre congelacién rdpida la vispera de
su inauguracion. Todas las novedades seiran
incorporando alapaginaweb propiadel Con-
greso: http://fundacion.usal.es/secal 2009.
Asimismo, se comenzaron a barajar ya posi-
bles opciones parael XI Congreso.

La préximareunién de la Junta de Gobierno se-
rapresencial, el proximo 26 de marzo, en Barcelo-
na.
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ARTICULOS

BIOTECNOLOGIA DE LA REPRODUCCION EN
LA ESPECIE PORCINA

Joaquin Gadea

Francisco A. Garcia-Vazquez
Carmen Matés

Raquel Romar

Salvador Ruiz

Pilar Coy

Dpto. Fisiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia

IMPORTANCIA DE LOS CERDOS
COMO MODELO EXPERIMENTAL

Los roedores, y en especial € ratén, son €l mo-
delo animal més empleado en todo el mundo para
investigacién biomédica, debido a su tamafio pe-
quefio, facil manejo, reducido coste de adquisicion
y mantenimiento, corto interval o entre generacio-
nes, posibilidad de obtener ratonestransgénicos con
relativafacilidad técnica, etc.

Sin embargo, en numerosos trabajos de investi-
gacion es necesario complementar 1os estudios con
experiencias desarrolladas en animales mayores,
entre los que se encuentran el perro, € gato, laove-
ja, e cerdoy los primates no humanos. En este sen-
tido, la especie porcina es un buen modelo para el
estudio de la fisiologia humana. En algunos casos,
es un modelo mejor que |os pequefios roedores, ya
gue el tamafio de estos Ultimos es demasiado redu-
cido para medir los pequefios cambios que se pro-
ducen en los pardmetros fisiol 6gicos. Igualmente,
los cerdos son buenos model os de ciertas enferme-
dades humanas debido a que su sistema cardiovas-
cular, digestivo einmune, o su piel son anatémicay
fisiol 6gicamente méas similares al humano que los

roedores u otros model os de animales mayores.

L os model os porcinos tienen una importancia
creciente en todas |asramas delas ciencias biomédi-
cas, y en los proximos afios, con € desarrollo de la
tecnologiaparaproducir cerdostransgénicos, podre-
mos disponer de un gran nimero de model os porci-
nos de enfermedades humanas, de forma similar a
como ahora estan disponibles para la comunidad
cientifica miles de model os murinos transgénicos.

BIOTECNOLOGIA DE LA
REPRODUCCION

El uso del cerdo como animal de experimenta-
cién se havisto favorecido por € importante desa-
rrollo que se ha producido en los Ultimos afiosen €
campo delabiotecnologiadelareproduccién de es-
ta especie. En este documento pretendemos revisar
los aspectos més relevantes del estado actual de la
biotecnologia reproductivay aportar laexperiencia
de nuestro grupo de investigacion en el desarrollo
de alguna de estas técnicas alo largo delos Ultimos
20 afios. Agruparemos los avances que se han pro-
ducido en diferentes apartados, que iremos desarro-
[lando de forma breve, pues cada uno de ellos, ne-
cesitaria una atencion especifica
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PRESERVACION DE LOS GAME-
TOS MASCULINOS

Actualmente, se consigue una conservacion del
semen refrigerado porcino a 15°C de hasta 7 dias
con diluyentes denominados de larga duracion
(Johnson et al., 2000; Gadea, 2003). Estas condicio-
nes permitirian €l intercambio de gametos masculi-
nos entre centros de todas las partes del mundoy su
aplicacion se realiza con catéteres de inseminacion
artificial (IA) deigual maneraque serealizaen con-
diciones comerciales.

Por otra parte, se pueden conservar |os esperma-
tozoides porcinos en congel aci 6n, mediante un pro-
ceso relativamente sencillo y con un equipamiento
accesible alamayoriadelosanimalarios. El uso de
semen congelado puede aportar ciertas ventgjas so-
bre e semen refrigerado, como son (Gadea, 2004):

« El intercambio de material genético alarga
distancia y durante un periodo muy largo
(afios). Este periodo de tiempo puede ser cru-
cial paraefectuar un control sanitario o gené-
tico del semen/verraco antesde su uso. Eso es
posible hoy con el diagnéstico de enfermeda-
desinfecciosas basado en € estudio delapre-
senciadeADN del agenteinfeccioso, median-
tetécnicas de PCR (Reaccién en Cadenadela
Polimerasa) y ademés, €l desarrollo de marca-
dores genéticos, etc.

« Lacreacion de bancos genéticos. De evidente
interés para la conservacion de lineas o estir-
pes de especia interés.

« Laintroduccion de material genético de alto
valor sin los riesgos derivados de la incorpo-
racion de nuevos animales.

Lareduccion en el rendimiento reproductivo ha
sido el gran limitante del uso del semen congelado
(Johnson, 1985; Waberski et al., 1994). Lafertilidad
que puede obtenerse con estos espermatozoides
criopreservados esta muy influida por la variabili-
dad individual. Sin embargo, en los Ultimos afios se
ha realizado un gran esfuerzo para mejorar laferti-
lidad del semen congelado en inseminacion artifi-
cial obteniéndose resultados a nivel experimental
muy prometedores, que suponen tasas de partos por
encimadel 70% y paraalgunos machos por encima
del 80% (Thilmant, 1998; Eriksson et al., 2002; Se-
llés et al., 2003; Rocaet al., 2003; Bolarin et al.,
2006).

INSEMINACION ARTIFICIAL

En laaplicacion delastécnicas de | A porcinase
han realizado numerosos e importantes avances, |o
gue ha permitido alcanzar una amplia difusién en
las explotaciones con unos resultados equiparables
0 superiores a los obtenidos con la monta natural
(Colenbrander et al., 1993). Las tasas de fertilidad
obtenidas con el uso de lainseminacion artificial
superan € 85%.

LalA como técnicareproductivaaportaunaserie
deventgjas, entre las que se encuentran las siguien-
tes (Gadea, 2004):

» Laamplia difusién del material genético del
verraco seleccionado que permite inseminar
un mayor niimero de hembras.

» Mejoras sanitarias, al evitar € contacto direc-
to macho-hembras, por 1o que se impide la
transmision de enfermedades por via venérea
y por contacto.

« Evaluacién continua de laproduccion y de la
calidad espermética lo que permite monitori-
zar lafertilidad de los verracos alo largo del
tiempo productivo.

» Mejoradd control delosresultadosreproduc-
tivos.

« Lareduccion en el nimero de verracos por
hembra, con laconsiguiente reduccion en cos-
tesde adquisicion, alojamiento, alimentacion,
etc.

En lo que alainseminacion artificial serefiere,
ademés delastécnicas clasi cas deinseminacion con
deposicién anivel cervical, en los Ultimos afios se
han desarrollado catéteres de inseminacion intrau-
terina profunday post-cervical (Martinez et al.,
2001; Watson y Behan, 2002). Estos son unos caté-
teres que permiten superar el cérvix uterinoy depo-
sitar ladosis seminal en el cuerpo del Uteroo en el
interior de uno delos cuernos uterinos. Lagran ven-
taja que aportan estas nuevastécnicas eslaposibili-
dad de inseminar con un nimero menor de esper-
matozoides con unos rendimientos reproductivos
equivalentes.

Por dltimo cabe describir € uso de lainsemina-
cion anivel oviductal, que puede realizarse tanto
con abordaje quirurgico laparoscopico como lapa-
ratbmico y que permite depositar un nimero muy
reducido de espermatozoides (Fantinati et al., 2005;
Garciaetal., 2007).
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NUEVAS TECNICAS
DE ANALISIS SEMINAL

Mucho se haavanzado en las Ultimas décadas en
el campo de la evaluacién de la calidad seminal y
sobred valor predictivo delafertilidad que presen-
tan las pruebas de andlisis espermatico. Sin embar-
go, es unatarea alin no resuelta. En este sentido, la
calidad del eyaculado hasido tradicionalmente eva
luada con el espermiograma clésico, basado en la
aplicacion de una serie de pruebas de una gjecucion
relativamente simple y que pueden ser realizadas
con un coste moderado (Gadea, 2005). En & andli-
sis rutinario se incluye un examen macroscépico y
microscopico del eyaculado en los que se mide el
volumen, la concentracion, la motilidad, €l estado
del acrosomay las morfoanomalias esperméticas.

En € trabgjo diario se detectan animales quetie-
nen una fertilidad reducida pero que, al realizar un
analisisderutina, presentan un espermiogramanor-
mal. Por €llo, podemos deducir que ninguno de los
pardmetros del espermiograma clésico parece ser
suficiente, por si solo, parapredecir adecuadamente
lafertilidad, aunque lainformacion combinada de
todos ellos ofrrece una buena estimacion de la cali-
dad seminal (Woelders, 1991).

Paradar una solucion a este problema se han de-
sarrollado nuevas técnicas que pretenden alcanzar
un mejor conocimiento de la célula espermatica
(Gadea, 2005; Silvay Gadella, 2006; Rodriguez-
Martinez y Barth, 2007). Con este objetivo se pue-
de evaluar la estructura y funcionalidad del esper-
matozoide. Entre estas nuevas técnicas, el estudio
de la membrana parece ser un buen procedimiento
para evaluar la funcionalidad del gameto masculi-
no, ya que ésta interviene activamente en la mayo-
ria de las fases del proceso reproductivo. La mem-
brana puede ser estudiada desde el punto de vista
estructural mediante la utilizacién de tinciones, o
bien valorando su funcionalidad, paralo que se ha
aplicado y distintas técnicas con fluorocromos que
permiten evaluar otros aspectos de lafuncionalidad
espermaética, como son los procesos de capacitacion
esperméticay reaccion acrosdmica, laactividad mi-
tocondrial, la permeabilidad de membrana, la es-
tructuray estabilidad del nlcleo y lacromatina, etc.
(Harrisony Vickers, 1990; Garner y Johnson, 1995;
Silvay Gadella, 2006).

CONSERVACION DE EMBRIONES

La posibilidad de congelar y amacenar embrio-
nes porcinos permitiria guardar, en condiciones de
seguridad, material genético deatovalory € inter-
cambio internacional. Siguiendo las recomendacio-
nes de la“International Embryo Transfer Society”
(IETS), los embriones deben ser lavados y criocon-
servados con la zona pel(icida para evitar la trans-
misién devirusy bacterias.

L os embriones porcinos son muy sensibles al
choque térmico, en parte debido ala presencia de
gran cantidad delipidos en su citoplasma, por o que
el rendimiento de los sistemas de congel acién con-
vencional esmuy poco eficiente. Por el contrario, la
aplicacion de técnicas de congelacion ultrarrapida
(vitrificacion) permite conservar laviabilidad del
embrion y producir descendencia viable (Cuello et
al., 2005; Martinat-Botté et al., 2006; Cameron etal .,
2006). Estatécnicaestaen desarrollo actua mentey;,
diaadia, se megjoran los rendimientos como conse-
cuenciadelas mejoras metodol dgicas. En un futuro
préximo sera posible almacenar con seguridad es-
tosembriones.

FECUNDACION IN VITRO E ICSI

Lafecundaciénin vitro (FIV) en el cerdo, conti-
nla siendo unatécnica de bajo rendimiento y, pese
aladisponibilidad ilimitada de ovocitos a partir de
ovarios de matadero, a excelente rendimiento del
sistema de maduracién in vitro (MIV; Coy etal.,
1999; Coy et al., 2005), o a gran avance experimen-
tado en el desarrollo delos sistemas de capacitacion
espermdticain vitro (Mataset al., 2003), los porcen-
tajes de cigotos viables, susceptibles de dar lugar a
embriones con posibilidades de sobrevivir en un
Utero materno, siguen siendo escasos (en torno aun
15%). Las principal es razones de este escaso rendi-
miento de latécnicade FIV convenciona soni) €
elevado porcentaje de polispermia que se obtiene
(penetracion en un mismo ovocito de mas de un es-
permatozoide, |o que produce la muerta prematura
del embrion) y ii) lainadecuada formulacion de los
mediosdecultivo paralaFlV y primerosdiasde de-
sarrollo embrionario. Sin embargo, con lanuevain-
formacion que se esta generando através de lain-
vestigacion basica, en cuanto al estudio detallado de
la composicion de los fluidos fisiol 6gicos donde
tienen lugar estos eventos en condiciones naturales
(Carrasco et al., 2008; Coy et al., 2008), es muy pro-
bable que en los proximos afios se solucionen estos
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problemasy € rendimiento de laFIV aumente es-
pectacularmente.

Mientras tanto, una posible alternativa para evi-
tar a menos el problemadelapolispermiaese uso
de lainyeccion intracitoplasmética de espermato-
zoides (ICSl). LalCSl es una técnica de fecunda-
cion in vitro que consiste en laintroduccion de un
anico espermatozoide en € interior del citoplasma
de un ovocito maduro con laayuda de un microma-
nipulador, evitando el proceso de unién del esper-
matozoide ala zona pelUcida. Esta técnica nos per-
mite investigar acerca de aspectos fundamental es
del proceso de fecundacion, como la interaccion
con el espermatozoide en € interior del ovocito, y
aspectosrelacionados con el desarrollo embrionario
temprano (Rho et al., 1998). Pero, sobre todo, re-
presenta un valioso potencial en los programas de
recuperacion deato valor genético, donde el nime-
ro de gametos disponibles se encuentra limitado
(Iritani et al., 1998).

LalCSl enlaespecie porcinaestaexperimentan-
do un gran desarrollo como técnica. De este modo,
enlosultimosafios su utilidad se havisto incremen-
tada en la produccion de animales de granja de un
sexo determinado (Probst y Rath, 2003) y enlapro-
duccién de animal es modificados genéticamente
(GarciaVazquez et al. 2008).

A pesar del desarrollo tecnolégico de esta técni-
caenlosultimosafios, laobtencidn delechonesvia
bles mediante este método de fecundacion es toda-
viabgjay solo un nimero muy reducido de grupos
deinvestigacion han obtenido nacimiento delecho-
nes vivos (revisado por Garcia-Rosell6 et al. 2009).

TRANSFERENCIA
DE EMBRIONES

Latransferencia de embriones a hembras recep-
toras puede hacerse de manera quirdrgica, deposi-
tando un nimero considerable de embriones (50-
100) por cerda receptora, a nivel del oviducto o
cuerpo uterino. En los dltimos afios se ha estudiado
€l empleo de catéteres de deposicion uterinasimila-
res a los descritos anteriormente para la insemina
cion artificial que permiten unatransferenciano
quirdrgica (Martinez et al., 2004). L os resultados
obtenidos son muy prometedores con porcentajes
de gestacién del 70% paraembriones frescos.

El desarrollo de estatécnicarel ativamente senci-
Ila seria fundamental parala aplicacion de los em-
briones obtenidos por fecundacion in vitro o crio-
preservados. En cualquier caso esimportante tener
en consideracion larelacién de las tasas de gesta-
¢ion obtenidos con la calidad de los embriones
transferidosy lasincroniaentrelaedad embrionaria
y lafase del ciclo estral delacerdareceptora

TRANSGENESIS

La posibilidad de conocer y manegjar el material
genético, ha abierto una nueva era en el conoci-
miento bioldgico y sus aplicaciones para el benefi-
cio de la humanidad. En especia, la posibilidad de
crear animales transgénicos portadores de ADN
exdgeno que codificaun carécter de nuestro interés,
0 anula algun caréacter indeseable, puede tener una
granrepercusion enlaproduccionanimal y en el de-
sarrollo biotecnolégico. La aplicacién de esta tec-
nologia permite, no sélo la obtencidn de la produc-
cion deseada més rapidamente que por laclésica
seleccién natural, sino también trasladar genes de
unaespecieaotra, esdecir generar un producto pro-
pio de otraespecie.

Enloquealaespecieporcinaserefiere, en el afio
1985, dos equipos de investigacion en Estados Uni-
dosy Alemaniapublicaron por primeravez lagene-
racion de cerdos transgénicos mediante el empleo
detécnicasdeinyeccion pronuclear (Hammer etal .,
1985; Brem et al., 1985). Desde entonces hasta
nuestros dias, se ha producido un gran avance en la
generacion de animalestransgénicos con €l desarro-
Ilo de nuevas técnicas y metodologias, como € uso
de vectores virales, de |os espermatozoides como
mediadores de la transferencia genética (SMGT) y
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laclonacion de las células sométicas. Este desarro-
Ilo tecnol 6gico ha permitido superar en partelasli-
mitaciones que presenta la inyeccién pronucl ear
(revisado por Robl etal., 2007; Niemann etal., 2007;
Bacci, 2007).

En &l &mbito biomédico, |os cerdos transgénicos
se han disefiado y utilizado con diversos objetivos:
a) estudiar determinadas enfermedades humanas;
b) producir biofarmacos en laleche o en otrosflui-
dos corporales; y c) la generacién de cerdos que
puedan ser utilizados como donantes de érganos
gue puedan ser transplantados a los humanos (xe-
notransplantes), sin que se produzca rechazo.

Entre el uso de los cerdos transgénicos como
biomodel os de enfermedad humana destacan, entre
otros, los trabajos para generar un model o porcino
de laretinitis pigmentosa (Peters et al., 1997) y fi-
brosis quistica (Roger et al., 2008). Asimismo, para
estudiar el sistemacardiovascular se han producido
cerdos mini-pig que sobre-expresan la enzima oxi-
do nitrico sintetasa en las cél ulas endoteliales (Hao
etal., 2006). En los proximos afios veremos un gran
numero de model os de enfermedad, tal y como aho-
ra estan disponibles parala comunidad cientifica
miles de model os murinos transgénicos.

También se han producido cerdos transgénicos
gue producen en su leche proteinas humanas que
podrian ser de utilidad terapéutica como es el caso
delaProteinaC o losfactores VIl y IX delacoa
gulacion (Velander et al., 1992; Paleyandacet al.,
1997; Van Caott et al., 1999). Por otra parte se han
conseguido cerdos que producen hemoglobina hu-
mana (Swanson et al., 1992; O'Donell et al., 1993).
Pero sin duda, el uso de | os cerdos transgénicos co-
mo potencial es donantes de 6rganos que pudieran
ser transplantados en los humanos (xenotransplan-
tes) eslaprincipa aplicacion de estatecnologiaen
€l ambito biomédico. Laimportancia de esta apli-
cacion se basa en la demanda creciente de trans-
plantes de érganos que no puede ser atendida ade-
cuadamente con |os alotransplantes (Deschamps et
al., 2005).

Nuestra experiencia se centra en la produccion
de cerdos transgénicos mediante €l uso que presen-
tan los espermatozoides de captar y transportar
ADN exogeno (Lavitrano et al., 2002). Mediante la
utilizacion de espermatozoides incubados en pre-
senciade ADN 'y, posteriormente, usando |os esper-
matozoides que se han unido a ADN en un sistema
ICSI (GarciaVéazquez et al., 2008). Para favorecer
el proceso de transgénesis activa se utiliza una re-
combinasaRecA que protegelaestructuradel ADN
e incrementa sustancialmente el rendimiento de la
técnica (Garcia Vazquez et al., 2007). Los resulta-
dos obtenidos son muy prometedores, yaque de un
total de 12 hembras alas que transferimos embrio-
nes producido por este sistema ICSI-SGMT, con
espermatozoi des incubados en presencia de ADN
exogeno (utilizamos & gen EGFP con dos promo-
tores citomegalovirus y telomerasa), 6 (50%) que-
daron gestantes'y nacieron 22 lechones, de los cua-
les 12 (54.5%) han resultado positivosen diferentes
tejidos a la presencia del gen. Estos resultados
abren nuevas puertas para la produccién de cerdos
transgénicos como model os experimentales en el
ambito biomédico (GarciaVazquez et al., 2009).

CONCLUSIONES

La biotecnologia de la reproduccién en la espe-
cie porcina se ha desarrollado notablemente en los
ultimos afios permitiendo €l uso de nuevastécnicas
paralaproduccion de embrionesy animales, lamo-
dificacion genéticade los mismos, asi como lacon-
servacion de gametos y embriones. En los préxi-
mos afios esperamosver lageneralizacion en su uso
y laaplicacién en e desarrollo de model os experi-
mental es que sean deayudaaen e campo delabio-
medicina.
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TRABAJO CON GRANDES ANIMALES EN UN
ANIMALARIO DE INVESTIGACION NCB3

El trabajo con grandes animales en una unidad
experimental tiene algunas peculiaridades que con-
dicionan la gestién de recursos materiales y huma-
nos. Entre ellas, podriamos destacar |os a ojamien-
tos especiales no estandarizados, |as técnicas de
manejo, los riesgos laborales especificos y los re-
guerimientos muy diferentes segin las especies.

El asunto central eslano estandarizacion de ma-
teriales, dietas 'y equipamiento cuando compara-
mos con | as especi es denominadas como “ animal es
de experimentacion” que se relacionan en el co-
rrespondiente anexo del RD 1201/05. Asimismo se
requierelaautorizaci én delaAutoridad Competen-
te para poder trabajar con estas especies, precisa-
mente por no estar incluidas en el mencionado ane-
XO.

El personal técnico en los animalarios, general-
mente tiene formacion y/o experiencia con las es-
pecies mas comunes en los centros de experimenta-
cién, por lo que el veterinario, conocedor de las
técnicas de propedéutica clinica, ha de asumir el
papel de unaformacion dificil de encontrar en las
ingtituciones docentes.

Lagran variedad de especies con las que tene-
mos quetrabajar (équidos, bovinos, ovinos, cerdos,
avesy en ocasionesfaunasilvestre) hace queladis-
persion de parametros aumente de una manera es-
pectacular. Labibliografia, los articul os cientificos
y dedivulgacion, no siempre dan respuestaalosre-
tos planteados y las soluciones que existen en las
explotaciones de animales domésticos de abasto o
que “no existen” en lafaunasilvestre, hacen dificil
y creativa la tarea de encontrar aquellas alternati-
vas mas idéneas que distan mucho de ser unasim-
ple extrapolacion “ desde la explotacion ganadera
a animaario”.

En el caso del CISA, los reguerimientos de se-
guridad biol6gica constituyen un condicionante
mas que estrecha el arco de soluciones. Desde un
alojamiento que cumpla lalegislacion en cuanto a

Miguel Angel Sanchez Martin
Animalario CISA-INIA, Madrid

espacio disponible, hasta una dieta adecuada y
compatible con el sistema de tratamiento de resi-
duos en instalacion “biocontenida’.

En lamayoriadelas ocasiones, |0s equipamien-
tos se han disefiado mano amano con empresas que
trabajan material es para expl otaciones ganaderas o
industrias cérnicas, sin ninguna especializacion en
lo referente a alojamiento experimental en condi-
ciones de bio-contencién. La experiencia, el espa
cio disponible, las posibilidades de financiacién
han sido cuellos de botella que han “modelado” 1as
soluciones, que por otrapartey siempre sometidas
arevisiony mejora, se han mostrado Utiles paralos
finesexperimentales, legalesy garantes del bienes-
tar y la salud de los animal es objeto de uso experi-
mental.

En el apartado de riesgos |aborales habria que
incluir el manejo de animales pesadosy el peligro
de accidentes como pisadas, astas, mordeduras, co-
ces, etc. La adecuada formacién de los trabajado-
res, el uso de técnicas de contencion fisica, tranqui-
lizacion con farmacos, etc. no impiden la alta
sensacion de respeto y miedo de los trabajadores
menos experimentados, y no hay que despreciar el
reparo o rechazo de los mismos para trabajar con
grandes animales.
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LA BIOTECNOLOGIA REPRODUCTIVA EN LA
GESTION DE ANIMALARIOS

RESUMEN DE LA PONENCIA DEL MISMO TiTULO PRESENTADA
EN LA Il JORNADA CIENTIFICA DE LA SECAL.

Belén Pintado

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB), CHC, Madrid

L os tltimos afios han sido testigos de un cambio
radical en el funcionamiento de los animalarios,
motivado por causas de muy diversa indole. Entre
€llas podemos destacar, en primer lugar, el interés
creciente en garantizar estados sanitarios conoci-
dosque eviten lainterferenciacon los datos experi-
mentales. Como consecuencia de ello, se han ido
desarrollando paulatinamente instal aciones mas
sofisticadas con estrictos controles ambientales,
promoviendo un nimero creciente de barreras de
contencién frente a agentes infecciosos, |0 que ha
supuesto un sensible encarecimiento del espacio o,
lo que es o mismo, una reduccion del espacio Util
paraaojamiento delosanimales.

Otro factor importantisimo ha sido lairrupcién
de los animal es modificados genéticamente, como
herramienta fundamental en |os estudios biomédi-
cos, Y laglobalizacion de lainvestigacion a nivel
mundial, promocionando €l intercambio de estir-
pes mutantes no disponibles en los repositorios co-
merciales 0 académicos tradicionales.

Por Ultimo, y no por ello menos importante, las
implicaciones éticas de laexperimentacion animal,
gue impulsan el principio de sustitucién de espe-
cies més desarrolladas por otras de menor capaci-
dad sensitiva, sempre que ello puedallevarse aca
bo.

Como consecuencia del nuevo entorno se ha
promovido la aparicion de “especies emergentes’,
como el pez cebrao el Xenopus, y lautilizacion de
ratones ha aumentado de forma exponencial en de-
trimento de otros mamiferos, situacién que es con-
secuencia directa de la creacidn de miles de estir-
pes mutantes en los Ultimos 25 afios. Esta situacion
ha acarreado en muchos casos la saturacion de las

Juan de Dios Hourcade
Dpto. Reproduccion Animal INIA, Madrid

instalaciones, no solo por las estirpes generadas en
las propias instituciones, sino también por €l inter-
cambio creciente de las mismas entre investigado-
res.

Todo ello obligaadesarrollar nuevas estrategias
paragestionar el espacio disponible de forma opti-
ma, garantizando el estado sanitario y lapurezage-
néticade las colonias.

L a biotecnologia reproductiva supone una he-
rramienta eficaz para muchos de estos requeri-
mientos. En este articulo pretendemos hacer una
revision de algunas de €ellas y su aplicacion como
solucion a problemas comunes de los animalarios.

INSEMINACION ARTIFICIAL

Curiosamente, la tecnologia reproductiva que
antes seimplant6 en la ganaderia, tiene una aplica-
cién extremadamente limitada en animales de la-
boratorio. En el caso del raton, lagran eficienciade
la criopreservacion y de lafecundacion in vitro ha
sido posiblemente la mayor causa, unida a hecho
de que debe de realizarse de formaquirargica

En nuestra experiencia, lainseminacion artifi-
cia hasupuesto unaligera mejora en la capacidad
fecundante con dosis de esperma congelado de es-
tirpe C57BI/6, pero claramente no es el camino pa-
ramejorar lafertilidad. Este pasapor encontrar sis-
temas que aumenten la resistencia del esperma de
esta estirpe a los procesos de congelacion y des-
congelacion.

A diferencia de otros autores, ni la deposicién
del espermaen laporcion apical del cuerno uterino,
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ni enlabolsaovérica, han sido tan eficacescomola
inseminacion intraoviductal y en ningin caso he-
mos logrado gestaciones a partir de la insemina-
¢ion no quirdrgica.

TRANSFERENCIA
DE EMBRIONES

Una de las situaciones més tipicas es la necesi-
dad de incorporar una nueva linea procedente de
unas instal aciones que presentan un perfil sanitario
gue supone un riesgo paralacoloniareceptora. Por
muy cuidadosos que sean |0s muestreos sanitarios,
un perfil seroldgico es siempre una manifestacion
de un estado sanitario pasado; no garantiza que €l
estado actual delosanimales seael adecuado. Alar-
gar los periodos de cuarentena en prevencion de
posibles infecciones que hayan pasado inadverti-
das en laserologia por encontrarse en fase deincu-
bacion, dalugar a bloqueos en laincorporacion de
otras lineas, con los consiguientes problemas para
los investigadores que dependen en muchos casos
de méargenes detiempo muy cortospararealizar sus
estudios.

En estas circunstancias, la transferencia de em-
briones es sin duda la solucién de eleccion. Latra-
dicional rederivacion por cesarea o larederivacion
por neonatos tiene un riesgo sanitario que latrans-
ferencia de embriones elimina, ya que realizada
adecuadamente siguiendo las normas publicadas
por lainternacional “Embryo Transfer Society”,
adoptadas por la Oficina Internacional de Epizoo-
tias (http://www.oie.int/eng/normes/mcode/co-
de2007/en_chapitre 3.3.4.htmk), garantizala eli-
minacion de cualquier agente bacteriano,
parasitario y virico incluido en las recomendacio-
nes de FELASA. Aungue en algunos foros se ha
cuestionado la idoneidad de este sistema, las cir-
cunstancias experimental es son tan extremas que
no suponen unasituacién real. Por otro lado, laex-
periencia de muchas instalaciones en los Ultimos
afos es que es un sistema totalmente fiable y efi-
caz.

La escasa implantacién de esta metodologia en
nuestros animalarios posiblemente se derive de
problemas técnicos, que revisaremos a continua-
cion. Sin embargo, esimportante dejar claro quela
inversion de equipamiento necesaria para su pues-
taapunto esminima, y que el aprendizaje delatéc-
nica puede realizarse con relativa facilidad. Ade-

més, abre las puertas ademas a otras posibilidades
gue compensaran con creces lainversién inicial.
Por gjemplo, disponer de personal capaz de hacer
unatransferencia, posibilita la recepcion de em-
briones, unaopcion para obtener animales de repo-
sitorios internacional es en muchos casos mas répi-
daquelasolicitud de animales vivos.

Por otra parte, poder mangjar embriones supone
una alternativa a transporte de animales vivos, ya
gue la utilizacion de formas embrionarias supone
no comprometer el bienestar animal que siempre
entra en riesgo en un trasporte, especialmente en
trayectoslargos. Ademaés, y dado quelarealizacion
deunaevaluacion deriesgosesobligatoriaseginla
legislacion actual para el transporte de animal
transgénico, la utilizacion de embriones garantiza
un riesgo nulo, incluso en casos en que las fases
adultas pudieran suponer riesgos moderados. En
otras palabras, la posibilidad de una liberacion in-
voluntaria al medio ambiente de un mamifero ge-
néticamente modificado cuando se transportan ga-
metosy embriones esinexistente.

Lasegundafase del proceso eslapropiarecogi-
da de los embriones. Esta debe de realizarse me-
diante el lavado del tracto reproductivo, que en ra-
tay ratona supone €l sacrificio de la donante. En
otras especies la recogida puede realizarse sin ne-
cesidad de sacrificio, eincluso en grandes especies
como el bovino, no es necesario realizar unainter-
vencion quirdrgica. La obtencién de embriones en
ratonas se realiza a partir del lavado del oviducto
parafases de una célula hasta mérulay en el (tero
en fases de mérula compactada hasta blastocisto.
Todas estas fases son susceptibles de ser criopre-
servadas y muchas de ellas pueden ser transporta-
dasenfresco adiferentestemperaturas sin compro-
meter excesivamente la viabilidad. Mientras que
los embriones criopreservados pueden ser conser-
vados indefinidamente siempre que se garantice el
mantenimiento de la temperatura, los embriones
transportados en fresco deben de ser reimplantados
lo mas rapidamente posible, ya que a partir de las
24 horas se aprecia unadisminucion marcadade la
viabilidad, incluso en aguell os que simplemente se
han cultivado in vitro incluso en condiciones opti-
mas.

Latransferencia alas receptoras se realiza fun-
damentalmente deformaquirdrgicay, por las espe-
ciales caracteristicas del ciclo estral delas ratonas,
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€s necesario que estas se encuentren en fase de
pseudogestacion. Es decir, que el cuerpo |Uteo de
ciclo hayarecibido una sefia nerviosa que le haga
permanecer activo hasta el dia10-11 post estro. La
induccion de la pseudogestacion se realiza de for-
ma total mente eficaz utilizando machos vasecto-
mizados. Cualquier sistema de estimulacién mecé
nico que se ha descrito en la literatura es
comparativamente muy poco fiable.

Como norma general, los mejores resultados se
obtienen cuando el embrién y la receptora estan
sincronizados, tanto en el tiempo como en el espa-
cio. En otras palabras, cuando un embrién en una
fase determinada de desarrollo estransferido auna
hembrareceptora cuyo tracto genital estaenlafase
especifica para albergar ese estadio de desarrollo.
También es importante la sincronizacién en €l es-
pacio: unafase dedesarrollo uterinadebe de ser co-
locada en el Utero y unafase oviductal en el ovi-
ducto. Como ocurre muchas veces en biologia, las
leyes no son totalmente estrictas y es posible obte-
ner gestaciones incluso cuando no se cumple esta
regla. Sin embargo, la asincronia debe de ser afa-
vor del embrién. De esta forma es perfectamente
posible que un embridn en fase de blastocisto se
implante cuando se transfiere aun oviducto de una
ratona en el primer dia de pseudogestacién. Tam-
bién se pueden transferir fases tipicamente uterinas
al oviducto de lareceptora. No quiere decir que se
implantaran en el oviducto, sino que son capaces
de trasladarse a (tero donde seguiran la gestacion
como s hubieran sido emplazadas ahi. Esto es po-
sible porque los embriones de roedores presentan
una particularidad fisiol6gica que no esta presente
en otras especies: son capaces de entrar en un esta-
do fisiolégico llamado “diapausa’. En esta situa-
€ion son capaces de retardar su metabolismo inclu-
so varios dias hasta que encuentran las condiciones
idoneas paraimplantarse. Este fendmeno es el que
permite alas hembras de roedor alargar en ciertos
casos la gestacion, especia mente cuando se ha
producido una cubricién en el estro post-parto y
gue podria suponer e nacimiento de unanueva ca-
mada, cuando aun no se ha destetado laanterior.

Latécnica de latransferencia de embriones es
posiblemente el mayor escollo técnico paratodo €
proceso, pero solo requiere una cierta practica, el
material quirdrgico adecuado y la disponibilidad
de un estereomicroscopio con luzincidentey trans-
mitida que permita una magnificacién de unos 20
aumentos.

Dado que latransferencia de embriones es un
paso obligado en multitud de técnicas se han reali-
zado bastantes estudios para tratar de establecer
posibles factores limitantes. En algunos casos se
han dado por buenas afirmaciones técnicas que la
experiencia cientifica ha demostrado que son fal-
sas, como por gjemplo larecomendacién de no usar
analgésicos en las receptoras por una supuesta in-
terferencia con laimplantacion. De la misma ma-
nera, ambos|ados son igual mente capacesdellevar
acabo lagestaciony latransferenciabilateral, aun-
gue mejoraligeramente los indices de prolificidad,
no llegé ademostrar unaventajasignificativasobre
latransferencia unilateral.

ALTERNATIVAS
A LA CRIOPRESERVACION
DE EMBRIONES
Y ESPERMATOZOIDES: ICSI Y
CLONACION

Lacriopreservacion de espermay de embriones
de roedores merece un articulo monogréfico, que
se escapade los objetivosde estarevision, y esuna
técnica cuyaincorporacion es obligada para poder
hacer una correcta gestion de las lineas murinas en
los animalarios. Sin embargo, somos conscientes
de que hoy en dia no todos disponen de la misma,
aunque deberia plantearse como una necesidad ur-
gentey acorto plazo en instalaciones que trabajen
con cepas no disponibles comercialmente.

En esta seccion nuestraintencion es, exclusiva-
mente, destacar algunas alternativas que estan al
alcance de cualquier animalario y que gracias a
avances técnicos muy recientes permiten recuperar
cepas mutantes, incluso cuando no se disponen de
gametos congelados segun los protocol os de crio-
preservacion desarrollados para estas especies.

Lainyeccién intracitoplasmaética de espermato-
zoides (1CSl) hademostrado que es posiblerecupe-
rar animales vivos incluso cuando se inyectan ca-
bezas de espermatozoides muertos, |0 que da una
oportunidad ala recuperacion de animales a partir
de espermatozoides congelados incluso sin crio-
protector. Un avance mas en este sentido y recien-
temente publicado es la posibilidad de obtener un
animal viable apartir de laclonacién de unacélula
somaética procedente de un animal muerto y conge-

14 ANIMALES DE LABORATORIO 42 « SOCIEDAD ESPANOLA PARA LAS CIENCIAS DEL ANIMAL DE LABORATORIO

VER INDICE



lado a-20°C durante mas de 10 afios. En otras pa-
labras, €l mensaje que queremos transmitir es que
lamuerte sin descendencia de un animal Unico por
sus caracteristicas genéticas no significalapérdida
irremediable de ese patrimonio y que hoy en diala
biotecnol ogia reproductivatiene herramientas para
recuperarlo. Para ello es necesario que e animala-
rio actlle conservando, si esposible, el espermay si
no manteniendo el animal o parte de sus tejidos
congelados. Por supuesto que las técnicas de recu-
peracion no son asequibles nada mas que para un
niimero muy reducido de laboratorios, pero esim-
portante saber que existe laposibilidady queen ca-
so de necesidad puede recurrirse ala misma, aun-
que para ello es necesario conservar el material
biol 6gico en unas condiciones que estan al acance
de cualquier instalacion.

FECUNDACION IN VITRO

Esta tecnologia esté plenamente desarrollada
hoy en dia con protocol os estandarizados eficaces
y fiables y tiene unos requerimientos técnicos mi-
nimos que |le hacen asequible a cualquier instala-
cion. Laaplicacion précticaes mucho maslimitada
que latransferencia de embriones, pero correcta-
mente aplicada puede dar una respuesta a ciertos
problemas de funcionamiento del animalarioy per-
mite un ahorro de espacio para ciertas situaciones.
Es, claramente, el siguiente avance técnico que de-
berdincorporarsealosanimalariosunavez lo haya
hecho la transferencia embrionaria como técnica
rutinaria.

Lafecundacion in vitro permite la obtencion de
un numero elevado de animales de una edad deter-
minada, empleando paraello un menor espacio que
si se tuviera que recurrir alamonta natural. La
combinacién de tratami entos de superovul acién de
donantes con la utilizacion de esperma de un ma-
cho o alo sumo dos, evita tener que mantener un
ndmero elevado de estos con €l fin de disponer de
|os mismos en un periodo de tiempo muy corto pa-
ragenerar cruces de monta natural. Evidentemente
es necesario disponer de hembras receptorasy ma-
chos vasectomizados, pero estos deben estar dispo-
nibles en cualquier instalacion que reaiza transfe-
rencia de embrionesy, hay unaventagja aiadida: la
prolificidad de las hembras no consanguineas es
marcadamente mejor quelade hembras consangui-
neas, con lo que el nimero de gestantes que seria
necesario generar es menor.

L aobtencién de embriones mediante FIV ha pa-
sado ha ser el sistema estdndar en repositorios
mundiales como el EMMA o Jackson con €l fin de
obtener los embriones destinados alacriopreserva
cioén de lineas mutantes, una demostracion clarade
gue la€eficienciaes mayor.

CONCLUSIONES

La modernizacién de la gestion de animalarios
no pasa exclusivamente por laincorporacién de
equi pamientos complejos para garantizar la cali-
dad sanitariadelosanimalesal ojados. Delamisma
forma, es preciso incorporar nuevas técnicas expe-
rimental es que permitan una gestion mas agil y se-
gura. En este aspecto, |a biotecnologia reproducti-
va brinda herramientas que solucionan problemas
detransporte, espacio y gestion de colonias, que no
suponen una dificultad técnicay logisticainalcan-
zable.

Laformacion de a menos un técnico y la com-
pra del equipamiento necesario no supone unain-
version inasequible en instalaciones de apoyo ala
investigacion que trabajan con estirpes no disponi-
bles comercialmentey abre una serie de posibilida
des que permiten amortizarla con creces en poco
tiempo.
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ETICA vy legislacion

VI ENCUENTRO DE COMITES DE ETICA DE
UNIVERSIDADES Y CENTROS DE
INVESTIGACION PUBLICOS DE ESPANA

El pasado mes de noviembre, tuvo lugar en Sit-
ges(Barcelona) el VI Encuentro de Comités de Eti-
cade Universidadesy Centros de I nvestigacion PU-
blicos de Espafia.

Partiendo de labase de que, como asistente, qui-
zaprestaramas atencion alos puntos que mas inte-
resan a nuestro &mbito, yo diria que se trabaj6 so-
bre el papel de los comités de ética en diferentes
aspectos:

*Repercusion de la Ley 14/2007 de Investiga-
cion Biomédicay € cambio delosactuales comités
debioéticapor comitésde éticadelainvestigacion.
El Comité de Etica de la Investigacion deberia ser
un Unico interlocutor, de forma que se cree una ba-
se de datos Unica de cada centro, €l cua podriain-
cluir diferentes comisiones: de investigacion con
seres humanos, de experimentacion animal y dein-
vestigacion con agentes bioldgicos y organismos
modificados genéticamente (OMG), siguiendo los
model osdeloscomitésdeotrasuniversidadesy del
CsIC.

*Proponer una normativa, que haga preceptiva
laevaluacion por parte de los comités de los proce-
dimientos utilizados en tesisdoctoralesy en maste-
resoficiales.

Otro punto importante, y en el que seinsistio
bastante, es la necesidad de formacion en ética de
lainvestigacion, como una responsabilidad de los
comités de ética de cada centro, que se podriain-
cluir como curso en doctorados, master y Ultimo
curso de carreras biotecnol égicas.

Personalmente, participé en el grupo de trabajo
sobre “Problemas, dificultades y conflictos en lo

Anamaria Madariaga O’Ryan
Universidad de Alicante

comités de ética para experimentacion animal. Ex-
perienciasy propuestas de consenso” . El trabajo se
bast fundamental mente en analizar losformularios
de solicitud de evaluacion de procedimientos, dife-
rentes segiin su modalidad, si esdeinvestigacion o
de docencia. Los formularios deben ser detallados
y Unicosy, en los procedimientos docentes, de una
validez de 2-3 afios, parafacilitar el trabajo a do-
centes e investigadores. Igualmente, se aconsejo
dar aconocer alosinvestigadores el Comité de Eti-
cade laInvestigacion como un organismo de apo-
YOy asesoramiento.

También se abordd el papel de los comités de
éticaen €l trabajo con agentes bioldgicosy OMG.
Setrataron aspectoscomo laimportanciadelacon-
cienciacion delosinvestigadores del papel asesory
colaborador de estos comités, la notificacion de su
uso de estos organismos al Ministerio de Medio
Ambientey Medio Rural y Marinoy alaCC.AA.,
y la evaluacion de los procedi mientos experimen-
tales, pero no de los riesgos, responsabilidad del
Servicio de Prevencién del Centro, y cuyo informe
deberia acompafiar ala solicitud presentadaal Co-
mité.

Si el VI Encuentro fue intenso y muy interesan-
te, tanto en las sesiones mismas como en € inter-
cambio con los compafieros, € reencuentro con los
amigos como siempre fue o més enriquecedor.

Las conclusiones y recomendaciones de este
evento se han publicado en la pagina Web de
RCEUE: http://www.ub.es/rceue
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BIENESTAR ANIMAL EN LOS MATADEROS

Jesus Martinez Palacio

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnol dgicas (CIEMAT), Madrid

Os adjuntamos un nuevo comentario de la co-
leccion de bioetica de la Asociacion Espaiola de
Bioéticay Etica Médica (AEBI). En este caso, se
resume una noticia aparecidaen € diario ‘El Pais
seglin lacual la Comision Europea propone dar un
"trato humano” a los animales en los mataderos,
planteando que haya un "oficial del bienestar ani-
mal", responsable de que se tomen todas las medi-
das posibles parareducir €l sufrimiento de los ani-
males. Afortunadamente, el concepto de bienestar
animal y laéticaen nuestrasrelaciones con los ani-
males se extienden...

El Pais, EMILIO DE BENITO - Madrid - 18/09/2008

Cada afio, los mataderos de la UE sacrifican 250 millones
de cerdos, vacas, ovejasy cabras, sin contar con los miles de
millones de pollos, 25 millones de animales para utilizar su
piel y un nimero variable de cabezas de ganado enfermos. El
ndmero no va a descender, pero la Comision Europea propone
que €l trato que se les dé sea o mas "humano” posible. Para
elloha elaborado una propuesta que se centra en dos aspectos:
entodoslos mataderoshabré un"oficial del bienestar animal”,
responsable de que se tomen todas las medidas posibles para
reducir el sufrimiento delosanimalesal minimo (lo queinclui-
rialaformacion detodo €l personal).

COMISION EUROPEA

Todo €l trabajo se basaria en un aspecto: garan-
tizar que los animales sean dejados inconscientes
antes de que actlen los matarifes. Una vez sean
atontados o adormecidos, habra que realizar una
vigilancia continua para evitar que se espabilen.
También se pide a los estados que creen servicios
de vigilancia e investigacion paraminimizar el su-
frimiento de losanimales.

"Como sociedad, tenemos la obligacion de cui-
dar alos animales, lo que incluye minimizar su es-
trésy evitar el dolor durante el proceso de la ma-
tanza, ha dicho la comisaria europea de Sanidad,
Androulla Vassiliou. "Las actuales leyes de la UE
estan anticuadas y necesitan revision. Esta pro-
puesta supondra una auténtica diferenciaen lama-
neraen quelos animales son tratados durante el sa-
crificio, y promovera la innovacion, dijo
Vassiliou.
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I ESTA SECCION, TIENE COMO OBJETIVO DESCRIBIR DE FORMA SINTETICA Y I
PRACTICA, TODO TIPO DE TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES.

TODOS LOS SOCIOS, ESPECIALMENTE TECNICOS,

I ESTAN INVITADOS A PARTICIPAR EN ELLA I

I CONTACTO: MARIA GRANADA PICAZO; mgpicazo@sescam.jccm.es I

METODOS DE RESTRICCION UTILIZADOS EN
PRIMATES NO HUMANOS

L os primates no humanos (PNHs) son animales
de gran complgjidad, fundamental es en estudios de
biomedicinay, ademés, portadores de zoonosis de
graves consecuencias para el ser humano. Por ello,
cuando setrabaja con PNHs es fundamental garan-
tizar que el animal sufra el minimo estrés, que el
técnico o investigador tenga una formacion ade-
cuada, y que disponga de un equipamiento que le
permita manipularlos con la méxima seguridad.

EQUIPAMIENTO
DEL EXPERIMENTADOR

Este equipamiento tiene como funcioén evitar &
experimentador |esiones por arafiazos y mordedu-
ras, asi como el contacto con secreciones corpora-

M2 José G-M Piedras

Marta Mir6-Murillo

M2 Carmen Fernandez Criado
Carmen Cavada

Universidad Auténoma de Madrid

les de los PNHs, que son la principal via de conta-
gio de zoonosis. Por €llo, la proteccion de brazos,
manos y mucosas de la cara es fundamental.

Este equipo consiste en:

« Traje de manga larga, de uso exclusivo en la
habitacion de los PNHs.

« Doble guante de latex o de nitrilo.

« Gafas de plastico y mascarilla o una pantalla
de pléstico transparente (Pulsafe, Clear-
ways®) que se gustaalacabezay que cubre
por completo el rostro (Fig. 1A).

« Calzas 0 patucos desechables para entrar ala
habitacién de los PNHs. De esta manera, se
evitaintroducir suciedad/ patbgenos desde €l
exterior.
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Para manipular PNHs conscientes y bajo seda-
cion ligera, es necesario € uso de guantes de piel
gruesa (Fig. 1A) que protegen las manosy brazos de
mordeduras y arafiazos. Estos guantes son Utiles
parael manejo de animal es de pequefio tamafio, co-
mo calitricidos y tamarines, porque protegen efi-
cazmente frente a mordeduras; sin embargo, si se
trata de individuos de mayor tamafio, como maca-
cosy babuinos, no son seguros debido al tamarfio de
los caninos de estas especies. Para manipular
PNHSs grandes deben utilizarse guantes de malla
metalica, que ofrecen una mayor proteccion.

METODOS FISICOS DE SUJECION

Pared retractil: es un método muy comun, se-
guro, rapido y relativamente poco estresante para
el animal, que se utiliza para exploraciones rutina-
riasy administracion de farmacos.

Consiste en que la pared trasera de las jaulas se
desplaza hacia el frontal, dejando a animal en un
espacio reducido quelimitasus movimientosy per-
mite al experimentador acceder aél deformasegu-
ra(Fig. 2). Parautilizar lapared retréctil sedebente-
ner en cuenta una serie de consideraciones:

= Aplicar sblo aun animal, que debe aislarse
previamente en el médulo en que se vaya a
manipular lapared retractil.

« Antes de comenzar, retirar de lajaula ele-
mentos con los que el animal se puede golpe-
ar durante el desplazamiento de la pared (ju-
guetes, cuerdas, etc).

« Desplazar lentamente la pared hacia € fron-
tal delajaula, evitando que el animal se en-
ganche los dedos con los barrotes y/o pared
delajaula.

« Permitir, mediante movimientos suaves de la
pared retractil (Fig. 2C) hacia delante y hacia
atrés, que el animal se coloque en una posi-
cién comoda que permita la manipulacién
(Fig. 2D).

Palosy collares: son herramientas rel ativamen-
te seguras que permiten mover a animal conscien-
tedeunlado actro. Seutilizan parallevar alosani-
mal es a otros dispositivos de inmovilizacién como
sillas de primates.

Seusan pal osde dostamafios diferentes, que ma-
nipulael experimentador, y un collar que se coloca

Figura 1. Métodos fisicos de sujecién

A: Sujecion manual de un Macaco rhesus adulto. El animal estd some-
tido a una sedacion ligera.
B: Palosyy collares. Se utilizan palos de dos tamafios diferentes y colla-
res de diferentes diametros para |os distintos tamafios de PNH.

de forma permanente al cuello del PNH (Fig. 1B).
L os pal ostienen un gancho en un extremo, por don-
de se pueden acoplar d collar, que manipula el ex-
perimentador desde €l otro extremo del palo. Dees-
ta manera el experimentador sujeta a PNH a
distancia, sin riesgo para é ni para el animal. Para
enganchar el palo al collar, es necesario inmovilizar
a PNH previamente mediante lapared retréctil. Es-
te sistema es seguro utilizarlo en animales de hasta
6 kg de pesoy requiere cierto entrenamiento del ex-
perimentador y del animal, cuya duracién es muy
variable y depende mucho del caracter del animal.

Sillasdesujecién dePNHs: el animal quedain-
movilizado y en una posicién confortable. Es un
método muy seguro. La mayoria de las sillas son
gjustables y se adaptan alos distintos tamafios de
los animales. Existen casas comerciales que las
distribuyen y se adaptan a las necesidades del ex-
perimento (Primate Products®). Son Utiles paraex-
traccion de muestras (sangre, orina), exploracio-
nes, administracion de farmacos (via oral y
parenteral) y realizacion de pruebas experimenta-
les.

Normamente, losanimalessetrasladan alasilla
con el método de los palos y collar anteriormente
descrito. Unavez en lasilla, quedan sujetos por el
cuelloy por lacinturamediante piezas que €l expe-
rimentador puede manipular. Es preciso entrenar a
losanimalesasalir delajaulay desplazarsealasi-
[lay, luego, un periodo de adaptacion alasilla, que
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Figura 2. Pared retractil
Ay B: Desplazamiento de la pared hacia € frontal de la jaula. C: Colocacion del animal hasta su inmovilizacion.
D: Posicién correcta del animal. Inyeccion intramuscular de ketamina.

también depende del caracter del animal. Aunque
se trata de un método muy seguro, los PNHSs suje-
tosalasillasiempre deben estar bajo lasupervision
del experimentador.

Sujecion manual: es un método rapido y bara-
to, pero implicariesgo para el animal, ya que es
muy estresante, y para el experimentador, que se
puede exponer a ser lesionado. El experimentador
debe proteger sus manosy brazos con guantes de
piel (Fig. 1A). Se utiliza con especies de pequefio ta-
mafio (marmosetes, tamarines y monos ardilla) y
con los g emplares mas jovenes de especies de ma-
yor tamafio.

Losfactores atener en cuenta parallevar acabo
este método de sujecion incluyen la especie, tama-
fio, edad, estatus sanitario (en especia enlo queres-
pecta a Herpesvirus B), tamafio de los caninos, en-
trenamiento del personal y necesidades del estudio.

Lamanera correcta de sujetar aun PNH se des-
cribe a continuacion:

« PNHSs de pequefio tamafio (tamarines y titis):

se sujetan con una mano alaalturadel torax.

La sujecion debe ser firme pero sin dificultar

larespiracion del animal. Los monos peque-

fios se estresan mucho con este tipo de mani-

pulaciény pueden sufrir infartos, por lo quees
conveniente habituarles de forma paulatina.

« PNHs de mayor tamarfio: con el animal de es-
paldasal experimentador, se sujetan los codos
alaadturade laespalda, de estamaneralabo-
cay las extremidades superiores del animal
estan fuera del alcance del experimentador
(Fig. 1A). Si esnecesario inmovilizar las extre-
midades inferiores, se colocan cruzadas ala
aturadelastibiasy se sujetan con fuerza. De-
pendiendo del tamafio del animal, seran nece-
sarias una o dos personas paralasujecion.
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METODOS QUIMICOS
DE SUJECION

Son de eleccion cuando €l experimento y la sa
lud del animal lo permiten. Facilitan la manipula-
cion y disminuyen al méaximo € riesgo para el ex-
perimentador. Se utilizan diferentes drogas de
administracién intramuscular, la més comuin es la
ketamina (K etolar®), aunque siempre se debe ele-
gir el f&rmaco o combinacion de farmacosy su do-
sificacion en funcidn del estado clinico del animal
y del tipo demanipulacion arealizar. EnlaTablalse
muestran algunos farmacos anestési cos que se pue-
den utilizar en PNHsYy su dosificacion; laduracion
del efecto dependeradelaespeciey ladosisemple-
ada.

Farmaco Administracion IM y dosis
Ketamina 5-25 mg/kg*
Ketamina + 5 mg/kg + 100 pgkg®
Medetomidina

Ketamina + Xilacina

Ketamina + Midazolam 10 mglkg + 0,5 mglkg

TABLA 1. Farmacos para inducir sedacion en PNHs (Fortman et al., 2002).

Aunque es poco frecuente que aparezcan com-
plicaciones durante una sedacion, se deben contro-
lar lafrecuencia cardiaca, respiratoria, pulsoy co-
loracion de mucosas hasta que el animal esté
recuperado y consciente en lajaula. De la misma
manera, durante la sedacion y la recuperacion, se
debe controlar el estado de conscienciamediante el
reflejo palpebral y el tono mandibular. Es funda-
mental parala seguridad del experimentador dis-
tinguir entre un PNH sedado y uno placidamente
dormido, sobre todo cuando se usan farmacos
anestésicos de efecto breve. El anima sedeado no
responde a estimul os externos (por gjemplo un pe-
Ilizco enlaoreja), € animal dormido si.

ENTRENAMIENTO PARA
TECNICAS DE RUTINA

Muchos PNHs pueden ser entrenados para parti-
cipar en procedi mientos de rutina (extraccion de
sangre, examen del periné, citologias vaginales,
etc). En e entrenamiento de los animales hay que
tener en cuenta estas consideraciones:

« Debe ser siempre el mismo personal el que
realice las sesiones de entrenamiento. El pro-
cedimiento seagilizasi losanimales estan fa-
miliarizados con el personal.

« L as tareas complicadas se pueden dividir en
etapas hasta conseguir €l objetivo deseado.

« Se deben adaptar |as sesiones de entrena-
miento al caracter del animal, ser pacientesy
usar recompensas (fruta, cacahuetes, etc).
Puede ser de gran utilidad administrar la ra-
cion diaria de fruta s6lo como recompensa
durante los entrenamientos.

CONCLUSIONES

La complejidad e importancia de los PNHs nos
obligan aelegir cuidadosamente la técnica de suje-
cion, antesdellevar acabo cualquier procedimien-
to. La eleccidn de la técnica se hari teniendo en
cuenta la especie, tamafio, estado sanitario y clini-
co del animal, periciapor parte del experimentador
y objetivo del procedimiento. Debido a que son
animal es potencialmente portadores de zoonosis
de graves consecuencias parael ser humano, latéc-
nica de eleccion debe garantizar siempre la maxi-
ma seguridad para el experimentador.
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LA IMPORTANCIA DE LA ESTANDARIZACION
GENETICA EN LOS ROEDORES DE
LABORATORIO

Fernando Benavides

The University of Texas - M.D. Anderson Cancer Center

INTRODUCCION

En estos tiempos, donde la genémicay lamani-
pulacion genética del ratén y larata de laboratorio
progresan dia a dia, se hace imprescindible estan-
darizar los animales utilizados en investigacion.
Los roedores de laboratorio deben ofrecer un nivel
de calidad determinado por |as caracteristicas mor-
foldgicas, fisiologicas y bioquimicas que definen
su fenotipo, y éste, asuvez, esel resultado delain-
teraccion entre su genotipo y el ambiente. Dado
gue el ambiente de los animalarios es muy homo-
géneo (controlado), las caracteristicas de un roedor
de laboratorio derivan principal mente de su patri-
monio genético. En consecuencia, el control y la

Department of Carcinogenesis - Science Park. USA

Jean-Louis Guénet
Institut Pasteur, Paris. France

preservacion de la calidad genética del animal de
laboratorio deben ser prioritarios en un animalario.

Dentro de losroedores de laboratorio “ genética-
mente definidos’, los mas utilizados son las lineas
consanguineas y las lineas congénicas (mutantes,
transgénicos y knockouts). A continuacion, veremos
un resumen de estas|lineasy |os control es genéticos
recomendados.

LINEAS CONSANGUINEAS

Laslineas consanguineas son el prototipo de las
lineas genéticamente estandari zadas, debido a que
su constitucion genética esta fijada en forma casi
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definitiva. Unalinea o cepa consanguinea (en in-
glés, inbred strain) es aquélla que resulta del acopla-
miento sistemético e ininterrumpido entre herma-
nos y hermanas, por méas de 20 generaciones
(Festing, 1979; Silver, 1995; Benavides y Guénet,
2003; Fox et al., 2006). Se ha calculado, por gjem-
plo, que apartir delasextageneracion de endocria,
el 20% delosloci en estado heterocigoto pasan aser
homocigotos en cada generacién; por eso se consi-
dera que después de la generacion 20, la cantidad
deloci que alin no se han fijado en €l estado homo-
cigoto es menor a 1,3%. Este pequefio porcentaje
de loci heterocigotos se llama “heterocigosis resi-
dua”. Sellegaasi a una situacién donde encontra-
mos dos fuerzas actuando en sentidos opuestos: la
préctica sistematica de | os acoplamientos hermano
x hermana, disminuyendo lavariabilidad dentro de
la poblacién, y la aparicidn excepciona de muta-
ciones espontaneas, generando diversidad por la
introduccion de alelos nuevos (Stevensetal ., 2007).

Laprogresion hacialaconsanguinidad se acom-
pafadelafijacién deunalelo Unico en unlocus de-
terminado, lo queimplicalapérdidadeaelosenla
poblacién en cuestion. Se considera que lafijacion
de un alelo sobre otro sucede a azar, aungue éste
no sea siempre el caso. Debido a esta situacion,
consideramos que las lineas consanguineas son
isogénicas (genéticamente idénticas) y homoal éli-
cas (portan una Unica variante por locus). De esta
forma, cadalinea consanguinea representa una co-
leccién Unica de genes (alelos), imposible de repe-
tir. De estos datos podemos deducir que las lineas
consanguineas constituyen poblaciones artificia-
les, aungue esto no les resta ningdn valor como ex-
celentes model os experimentales (Benavides y
Guénet, 2008).

Laisogenicidad, o igualdad genética es, sin du-
da, la caracteristicamas importante de estas lineas.
El hecho de que todos |os individuos pertenecien-
tes a una linea sean idénticos genéticamente, per-
mite el intercambio detejidos, como las célulasdel
sistema inmune o células tumorales (en términos
de histocompatibilidad se hablade animales singé-
nicos).

El alto porcentaje de homocigosis (mayor del
98%) es otro rasgo particular de estos animales.
Por |o tanto, losindividuos que pertenecen aunali-
nea consanguinea no son equivalentes a una col ec-
cién de gemel osidénticos (monocigaéticos), ni tam-

poco aun grupo de animal es clonados, yaque estos
dos Ultimos son heterocigotos en muchos de suslo-
¢i mientras que los primeros son homocigotos para
todoslosloci en su genoma.

La asociacion de los caracteres fijados en cada
linea consanguinea genera unaindividualidad con
respecto a sus cualidades, rasgo que habra que te-
ner en cuenta ala hora de la eleccién de unalinea
para un trabajo de investigacion. En este aspecto,
algunos autores dividen alas lineas consanguineas
en aquellas de uso general y las de uso especial.
Aungue no existe una definicién formal de unali-
nea de uso general, son aquéllas que se encuentran
ampliamente distribuidas y son usadas en diferen-
tesdisciplinas. Lasensibilidad aciertasenfermeda-
desinfecciosas, latendenciaadesarrollar enferme-
dades autoinmunes y la susceptibilidad a los
carcindgenos son solo a gunos gemplos delagran
utilidad de estas lineas como animales de | aborato-
rio de uso especia (Festing, 1979; Silver, 1995).

Cada linea consanguinea tiene entonces su con-
junto particular de caracteristicas, incluyendo el ti-
po de tumores esponténeos, la habilidad para
aprender, lavida media, la produccion de leche, la
agresividad, la susceptibilidad a los agentes infec-
Ciosos, entre muchas otras. Por esto mismo, laelec-
cion de la linea més apropiada es una parte critica
del disefio y la planificacion de un experimento.
Existe un proyecto internacional conjunto abocado
aestablecer en ratén unacoleccién de datos fenoti-
picos proveniente de las lineas consanguineas mas
comunes y de aguéllas genéticamente mas diver-
gentes. Este proyecto se conoce como “Mouse
Phenome Database” (MPD) (Paigen y Eppig,
2000). La consulta de las siguientes paginas webs
puede ayudar alos investigadores a elegir las line-
asmasindicadas paralaelaboracion de un protoco-
|o experimental:

http://www.informatics.jax.org/external /fes-
ting/search form.cgi

http://aretha.jax.org/pub-cgi/phenome/mpdc-
giZrtn=docs’/home

Dado que se trata de animal es genéticamente
idénticos, la uniformidad fenotipica de las lineas
consanguineas es otro rasgo importante que nos
permite afirmar que la variabilidad en los parame-
tros experimental es se debe exclusivamente a fac-
tores no genéticos (ambiental es o metodol 6gicos).
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Estauniformidad nos permitelograr precision esta-
distica con muchos menos animales que |os nece-
sarios al trabajar con grupos no consanguineos. Fi-
nalmente, la uniformidad hace posible la
comparacién de resultados experimental es entre
animalesdediferentes|aboratoriosy ademas, debi-
do a su relativa estabilidad genética, alo largo del
tiempo.

A pesar delaexistenciade cientosdelineas con-
sanguineas, la mayoria de los trabajos de experi-
mentacioén se realizan usando las diez mas popula
res; entre ellas: C57BL/6, BALB/c, FVB, 129,
C3H y DBA/2. Lalinea C57BL/6 fue historica-
mente la mas popular y actualmente la mas usada
como fondo genético (del inglés genetic background)
en la creacion de lineas congénicas (tansgénicos y
knockout). También fuelalineaelegidapor € “Inter-
national Mouse Sequencing Consortium” parala
secuenciacion del genomadel raton.

Lalinea FVB y las distintas sublineas de 129
han adquirido gran popularidad en las Ultimas dos
décadas debido aque son las més adecuadas parala
produccion de ratones transgénicos y knockout, res-
pectivamente. En los Ultimos 25 afios se han desa-
rrollado unagran variedad de lineas consanguineas
a partir de animales capturados en estado salvaje.
Entre las més utilizadas podemos nombrar:
PWK/Ph, CAST/Ei, y SPRET/Ei (Silver, 1995;
Guénet y Bonhomme, 2003).

Enlo querespectaalarata, entre laslineas con-
sanguineas mas populares, se encuentran las F344,
LEW, ACI, BN, WKY y PVG, entre otras. Se pue-
de acceder alaUltimaversion delaslistasdelineas
consanguineas a través de diferentes recursos de
Internet:

“Mouse Genome Informatics’ (MGI):
http://www.informatics.jax.org/

“International Mouse Strain Resources’
IMSR): http://www.informatics.jax.org/imsr/in-

dex.jsp

“Rat Genome Database” (RGD):
http://rgd.mcw.edu/

Como hemos visto en péarrafos anteriores, la
aparicién constante de mutaciones, fendmeno que
actlia en sentido opuesto a la consanguinidad, ge-
nera diversidad genética por la introduccién de

Linea receptora:
BALB/c (+!+)

I.I'nea donmte
Intercruce de F1 para Qj F1

producir mut/mut e

L{) : T (+/mut)

FL mut/rut BALB/c (+/+)

(Q N2 (+/mut)

BALB/c (+/+)

i R

N3

NIO < . ﬁALB/c-muf/muf

Figura 1. Esquema de retrocruzamientos seguido de intercruzamientos
parala creacion de una cepa BALB/c congénica portando una mutacion
recesiva fértil (mut). En cada generacion, empezando por la F1, es nece-
sario cruzar los heterocigotos +/mut para producir ratones mut/mut, los
cuales son cruzados conr BALBI/c puros.

Intercruce de N2 para
producir mut/mut

nuevos alelos. Debido alapresenciade estas muta-
ciones espontaneasy aun minimo grado de hetero-
cigosis residual se puede generar, con el tiempo, la
divergencia de las lineas en sublineas (subcepas).
Una linea consanguinea se considera dividida en
sublineas cuando existen diferencias genéticas, co-
nocidas o probables, en ramas separadas delamis-
ma, segun los siguientes casos: (i) cuando unalinea
se separa en ramas diferentes antes de la genera-
cion F40, por el fendmeno de heterocigosis resi-
dual; (ii) cuando larama de unalinea ha sido man-
tenida separada de otras por mas de 20
generaciones, contando desde |os ancestros comu-
nes; y (iii) cuando se descubren diferencias genéti-
cas con otras ramas de la misma linea, ya sea por
mutaciones 0 contaminacion genética.

Las diferencias acumuladas por mutaciones
pueden tener, ademés, consecuencias patol dgicas
para una linea, como ocurre en la sublinea
C3H/HeJ. La misma porta una mutacién en € cro-
mosoma 4 que la hace insensible ala estimulacion
por lipopolisacaridos de bacterias gram negativas.
Estamutacion se nombré como Lps? (del inglés, de-
fective lipopolysaccharide response) y ahora se sabe que
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es una delecion en el gen toll-like receptor 4
(TIrd»9). En cambio, otras sublineas de C3H, co-
mo la C3H/HeN, llevan € gen normal (TIr4"), he-
cho quelashace 20 veces més susceptiblesalasen-
dotoxinas bacterianas.

Otro ejemplo lo constituyen las sublineas
CBA/Jy CBA/Cal: laprimeraportalamutacién rd
(retinal degeneration, nueva nomenclatura: Pde6b™) y
por lo tanto queda ciega dentro del primer mes de
vida, la segunda no tiene dicha mutacién y por lo
tanto su vision es normal.

Aquellosinteresados en los origenes delasline-
as consanguineas pueden consultar |os siguientes
librosy articulos: Morse, 1978; Festing, 1979; He-
drich, 1990; Atchley y Fitch, 1991, Silver, 1995;
Simpsonetal.., 1997; Beck et al., 2000; Frazer etal.,
2007.

Los interesados en la geneal ogia de las lineas
consanguineas de ratones pueden descargar un
poéster ilustrativo de la pagina web del MGI:
http://www.informatics.jax.org/mgihome/genea-

logy/.

Finalmente, es muy importante seguir en forma
rigurosa la nomenclatura estdndar para referirse a
las lineas consanguineas, los loci y los a€los. Las
reglas de nomenclaturason acordadas por € “Inter-
national Committee on Standardized Genetic No-
menclature for Mice” y el “Rat Genome and No-
menclature Comité”, y pueden consultarse en la
siguiente direccion:

http://www.informatics.jax.org/mgihome/no-
men/strains.shtml.

LINEAS COISOGENICAS Y

CONGENICAS

Dos lineas que son genéticamente similares (de
la misma linea consanguinea), pero que difieren
s6lo en un locus, por g emplo a causa de una muta-
€ion, se denominan coisogénicas. Esto puede suce-
der cuando la mutacion (espontanea o inducida) ha
ocurrido en unalinea consanguinea. Por tanto, po-
demos especular que estos animales son idénticos,
aexcepcion del locus mutado.

También existelaposibilidad de generar un an&
logo delaslineas coisogénicastransfiriendo (enin-
glés, introgressing), por medio de lareproduccion se-

xual, lamutacion deinterésaun fondo genético de-
terminado, normalmente una linea consanguinea
estandar. Las lineas creadas por laintroduccion de
unaregion cromosomicaportando el gen deinterés
se denominan lineas congénicas (del inglés congenic
strains). Estas lineas se obtienen por retrocruza-
mientos repetidos de la linea donante (la que porta
lamutacién o el transgén) con unalinea consangui-
neareceptora, através de, por o menos 10 genera
ciones, llamadas sucesivamente N2, N3, N4 etc. En
€l caso de mutacionesrecesivas, estas lineas se de-
sarrollan por medio del esquema denominado cru-
ce-intercruce, donde (durante el proceso de retro-
cruzamiento) un animal homocigoto para la
mutacion es siempre cruzado con un gjemplar puro
delalineadefondo (Fig. 1). De estaforma, € gen
transferido se encuentra “ sumergido” en un seg-
mento cromosomico cuyo tamafio se reduce, gene-
racion tras generacion, a causa de las recombina-
ciones cromosdmicas. Existe unagran variedad de
lineas coisogénicasy un nimero casi infinito deli-
neas congeénicas potenciales yaque cualquier alelo
puede ser introducido en un fondo genético dife-
rente.

Esimportante aclarar que en cada generacion de
retrocruzamiento se seleccionan, como futuros
progenitores, solo aquellas crias que han recibido
el alelo mutado, de o contrario corremos el riesgo
de perderlo. En cada generacion de retrocruza-
miento € nivel de heterocigosis se reduce, en pro-

N5 N10 N15 N20
20 M +10eM +6,7cM +25¢M

locus
diferencial

Figura 2. Esquema en €l que se muestra la disminucion del tamafio del
segmento diferencial durante la creacion de una linea cong_nica. A
medida que realizamos |os retrocruzamientos con la linea receptora, €l
tamafio del fragmento cromosdmico introducido (rectangulo gris) es
menor, siendo de, aproximadamente, 20 cM (10 cM a cada lado) en la
generacion N10y de 5 cM (2,5 cM a cada lado) en la N20.
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medio, un 50% y aumenta en la misma proporcién
el fondo genético delalineareceptora(esto se apli-
ca solo alos cromosomas que no portan la muta-
Cioén). Respecto al segmento cromosomico que por-
ta el locus diferencial, existe una aproximacion
estadisticaqueindicaque el mismo tendria, en pro-
medio, un tamarfio de 20 cM (10 cM acadalado del
locusdiferencial) enlageneracién N10y alrededor
de5cM si llegamos hastaN20 (Fig. 2).

Entérminos précticos, se puede estimar queel de-
sarrollo deunalineacongénicallevarade4 a5 afios.
Actualmente, es posible acortar mucho estos tiem-
pos usando un sistema de cruces asistidos por mar-
cadores genéticos conocido en inglés como speed con-
genic (Markel et al., 1997; Wakeland et al., 1997
Visscher, 1999; Wong, 2002). Esta metodologia se
basa en elegir, en cada generacion de retrocruce, a
aquellos progenitores que, portando el gen de inte-
rés, tengan lamayor proporcién del genomadelali-
nea receptora (Figura 3). Esto se realiza por medio
del uso de marcadores polimorficos (generalmente
microsatélites 0 SNPs), que abarcan todos los cro-
mosomas, basandose en laideade quelaproporcion
del genoma de lalinea de fondo sigue una distribu-
cion normal. Por giemplo, € promedio de esa pro-
porcidn esdel 50% enlaN2, pero, enrealidad, enun
grupo de 100 ratones N2 existiran individuos con
valores de 25% y otros de 75% del mismo fondo ge-
nético. Los retrocruces asistidos por marcadores
buscan identificar estos animales con mayores pro-
porciones de genomareceptor para ser usados como
progenitoresen lasiguientegeneracion (Wolfer etal.,
2002; Collins et al., 2003; Goto et al., 2005; Arms-
trong et al., 2006). Por ejemplo, realizando un geno-
tipado de alta densidad (con marcadores espaciados
cada 10 cM) a 40 ratones machos en cada genera-
cién, Wakeland y colaboradores obtuvieron un pro-
medio de 0,1% de genoma dador “ contaminante” en
la generacion N5. Este porcentaje subi6 a 0,4%
cuando usaron los marcadores espaciados cada 25
cM (Wekeland et al., 1997).

L as lineas congénicas son esenciales para estu-
diar € efecto de las mutaciones (sean espontaneas,
inducidas o por manipulacion genética), ya que
permiten comparar animales en los que se han €li-
minado las diferencias en el fondo genético. Lano-
menclatura estandar para las lineas congénicas se
puede consultar en lasiguiente direccion:

http://www.informatics.jax.org/mgihome/no-

men/strains.shtml#ccasis

EFECTOS DEL FONDO GENETICO

SOBRE EL FENOTIPO

Yaaprincipiosdelosafios 1970 se publicaron ar-
ticulos que mostraban una gran diferenciaen el fe-
notipo diabético de las mutaciones diabetes (L epr®) y
obese (Lep™), segiin estuvieran en fondo C57BL/KS]
(nueva nomenclatura C57BLKS/J) o C57BL/6J
(Hummel etal., 1972; Colemany Hummel, 1973).

Més tarde, a mediados de la década de 1990, se
reporto €l gran efecto que tiene el fondo genético
en €l fenotipo del ratdn knockout para el gen Egfr (Epi-
dermal growth factor receptor): en fondo 129/Sv
(129X1) los ratones homocigotos paralamutacion
nula mueren durante la gestacién, mientras que en
fondo CD-1 (grupo “exocriado”) los mutantes so-
breviven hasta la tercera semana de vida, aunque
presentan defectos en la piel, cerebro, higado y
tracto gastrointestinal (Threadgill etal., 1995).

Otro caso de modificacion del fenotipo segin la
cepa de fondo fue observado parala mutacion es-
pontanea inmunodeficiente Prkdc=¢, donde la ten-
dencia a producir linfocitos B y T funcionales con
la edad es muy variable: altaen BALBI/c, bajaen
C3H, y muy bajaen NOD (Shultz et al., 1995). So-
bre la base a estos hallazgos, empezé a prestarse
mas atencion alainfluencia que pueden tener los
distintos fondos genéticos en los fenotipos (“Ban-
bury Conference on Genetic Background in Mice”
1997; Montagutelli, 2000; Linder, 2001).

Desdefinalesdeladécadade 1990 se han publi-
cado muchos datos sobre esta influencia, algunos
ejemplos son: (i) distinto espectro de tumores es-
ponténeos en ratones portando un alelo nulo del
gen supresor de tumores Trp53 seglin € fondo sea
C57BL/6 0 BALB/c (Kuperwasser et al., 2000); (ii)
diferencias entre las cepas SD, F344, Wistar y ACI
en la carcinogénesis de prostata de ratas transgéni-
cas expresando €l antigeno T de SV40 (Asamoto et
al., 2002); (iii) variaciones en laincidenciay € es-
pectro de tumores en ratones knockout (heteroci-
gotos) parael gen supresor de tumor Pten en diver-
sas cepas consanguineas (Freeman et al., 2006); (iv)
diferencias en fenotipos de tumor mamario entre
ratones transgénicos C57BL/6 y FVB/N cruzados
con una linea knockout (Davie et al., 2007); y (V)
diferencias en fenotipos metabdlicos entre ratones
C57BL/6, 12952, C3H, y BALB/c (Champy et al.,
2008). Para més informacion sobre este tema, pue-
desolicitarse unacopiagratuitadel “ Genetic Back-
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Figura 3. El método Agspeed congenicAh intenta identificar, en cada generacion, los animales con mayor proporcién de genoma receptor, para ser
usados como progenitores en la siguiente generacion. En los gréaficos se puede ver que los animales presentan en cada generacion un menor por-
centaje de heterocigosis en los marcadores analizados. Por ejemplo, en la generacién N2 vemos que sdlo el 30% de |los animales son heterocigotos

(15% de alelos del fondo donante).

ground Resource Manua” editado por “The Jack-
son Laboratory”

(http://jaxmice.jax.org/geneticquality/back-
ground.html).

CONTROLES DE CALIDAD

GENETICA

Por todo o que hemos expresado en relacion
con el fondo genético, es muy recomendable esta-
blecer controles en las colonias de roedores con-
sanguineos, paraque | os resultados sean reproduci-
blesy tengan validez cientifica (Festing, 1990). A
lo largo de los Ultimos 30 afios, se han publicado
muchos casos de lineas deratas y ratones genética-
mente contaminadas (no auténticas), con lacorres-
pondiente pérdidadetiempo y dinero (Kahan etal.,
1982; Kurtz etal., 1989).

El control genético es un conjunto de técnicas
gue nos permite verificar si los animales que esta-
mos utilizando adn conservan |as caracteristicas
genéticas originales delalineaalaque pertenecen,
o si han sufrido algin cambio debido a cruzamien-
tosaccidentales.

Se han usado una gran variedad de técnicas alo
largo delos afios para evaluar la calidad genéticade
laslineas consanguinea (Hedrich, 1990). Todas€ellas
han estado basadas en €l supuesto de que cadalinea
es homocigota paratodos losloci del genoma, y de
que losindividuos pertenecientes ala mismatienen

exactamente la misma constitucién genética. En to-
dosloscasos, |o esencia esdefinir un patrén especi-
fico para cada linea (Benavidesy Guénet, 2005).
Obviamente, las mismas técnicas pueden usarse pa-
racaracterizar € fondo genético de unalineacongé
nica. S bien el andlisiselectroforético de proteinasy
enzimas con distinta carga eléctrica (marcadores
bioguimicos) fue muy popular en las décadas de
1970y 1980, hoy en dia, la mayoria de las técnicas
de control genético de lineas se basa en latipifica-
cion de ADN. Estetipo de andlisis puede redlizarse
con técnicastalescomo laamplificacion demicrosa
télitespor PCR oladeterminacion de polimorfismos
SNPs (del inglés, single nucleotide polymorphism).

Se conoce como microsatélites o SSLP (Smple
Sequence Length Polymorphisms) a las secuencias de
ADN repetitivo conteniendo un motivo de repeti-
cion de 1 a6 nucledtidos, aunque los mas comunes
son los dinucleotidos del tipo (CA), 0 (TA), (Lo-
ve et al., 1990). El nimero de repeticiones com-
prende un rango de entre 15y 40, lo quefacilitala
posibilidad de amplificacion de estos pequefios
segmentos por medio de la técnica de PCR, usan-
do cebadores (primers) que flanquean larepeticion.
El uso delos microsatélites en controlesde calidad
genética presenta varias ventgjas. Primera, estos
marcadores genéticos son muy polimérficos entre
las cepas de roedores de laboratorio y por lo tanto
resultafécil la seleccion de un juego de microsaté-
lites para controlar un grupo de lineas. Segunda,
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Ejemplo de polimorfisme de un solo nucleétido (SNP)
en lineas consanguineas

== Slm|)= =
Cepas a2 oo = B =

2838583822833
crene | [l [E E [E E] B | E E ] B

Figura 4. Deteccion de un polimorfismo C/T, donde la mayor_a de las
cepas portan el alelo C (homocigotos C/C). Por otro lado, las cepas
DBA/2 y CAST llevan el alelo T (homocigotos T/T).

hay mas de 8.000 loci de microsatélites de los cua-
les se conoce lasecuenciade los cebadores especi-
ficos parala amplificacién por PCR, asi como el
tamarfio de los productos paralas cepas mas popu-
lares de rata'y raton. Por Ultimo, todos los micro-
satélites pueden ser analizados con €l mismo pro-
tocolo y a partir de cantidades infimas de ADN.
Este método de control de calidad ha sido adopta-
do por muchos animalarios por ser fécil de reali-
zar, répido 'y econémico (Wood et al., 1996; Mashi-
mo et al., 2006).

En la actualidad, la combinacion de cebadores
fluorescentes con electroforesis capilar ofrece una
alternativa més rapida, aungue mas costosa, y ofre-
ce, ademas, la posibilidad de realizar reacciones
con varios primers simultdneamente (multiplex PCR;
Bryday Riley, 2008).

Més all& de que los microsatélites sean o no
marcadores idéneos para el control genético, no
sonlos tnicosdisponibles paratal fin. Lanuevaera
enloscontrolesde calidad genéticaeslautilizacion
delos marcadores SNPs. Los SNP's, 0 “snips’, co-
mo se lo suele pronunciar en inglés, estén determi-
nados por lapresenciade unabase variante en cual -
quier sitio del genomayy constituyen laforma més
comun de polimorfismo genético (Figura4). Los
encontramos tanto dentro de secuencias anénimas
de ADN, como en secuencias codificantesy pre-
sentan en general dosalel os. Su enormefrecuencia,
calculada empiricamente como 1 SNP por cada
500-700 pares de bases entre las lineas clasicas de
ratones, |os convierte en marcadores genéticoside-
alesparacontrolesde calidad. En particular, esto se
ve favorecido por la aparicion de métodos de ge-

notipado automatico, basados en PCR convencio-
nal, PCR en tiempo real y microchipsdeADN, que
permiten analizar miles de muestras ala vez. Por
ejemplo, Petkov y colaboradores (“ The Jackson
Laboratory”, Maine, Estados Unidos) describieron
recientemente la distribucion alélica de 235 SNPs
en 48 |ineas consanguineas e idearon un programa
de control genético que incluye 28 de esos SNP's
especialmente sel eccionados para distinguir sus
casi 300 lineas consanguineas clasicas, salvajes,
congénicas, consdmicas, y recombinantes (Petkov
etal., 2004).

Finalmente, hay que tener presente que el con-
trol genético debe llevarse a cabo en un contexto
amplio que incluya pardmetros simples, y no con-
formarse solamente con el hecho de estar usando
técnicas moleculares sofisticadas. Por gjemplo, la
observacion directa de los individuos pertenecien-
tesaunalinea consanguinea es siempre unafuente
importante de informacién, ya que el fenotipo ex-
terno de estos animal es debe ser total mente homo-
géneo.

Como acabamos de ver, existen técnicas muy
eficaces a la hora de tener que controlar la pureza
genéticade los animales. No obstante, unavez que
una colonia es reconocida como genéticamente
contaminada la situacion ya es irreversible: todos
los individuos de la colonia deben ser sacrificados
y un nuevo nicleo reproductor debe ser iniciado
con animales de origen certificado. Las consecuen-
cias draméticas de una contaminacién de este tipo
nos fuerzan atomar medidas paraque no ocurrade
nuevo.

Basicamente existen dos formas de prevenirlo:
congelacion de embriones y células germinales
(Glenister y Thornton, 2000; Sztein et al., 2000) y
aislamiento fisico delas colonias de reproduccion.
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cY tu que

OPINAS?

EN ESTA SECCION DESCRIBIMOS CASOS CLINICOS O PRACTICOS I
“INTERACTUANDO”’ CON EL LECTOR.

TOoDOS LOS SOCI0S ESTAN INVITADOS A PARTICIPAR APORTANDO SUS CASOS I

CONTACTO: JOSE Luis MARTIN BARRASA, jImbarrasa@terra.es I

CASO 1

ALIMENTAR CACHORROS CON FISURA PALATINA COMPLETA

M?&Cruz Rodriguez Bobada
Pablo Antonio Gonzalez L 6pez

Hospital \Veterinario de Pequefias Especies de la Universidad Autonoma del Estado de México

Elena Martinez Sanz
Yamila Lopez Gordillo

Facultad de Medicina de la Universidad Complutense, Madrid

Unos investigadores reslizan un estudio sobre €
desarrollo delafisurapalatina. Paraello, utilizan pe-
rros de raza Pachén Navarro, de nariz partida, que
presentan unaincidenciadel 15% en laaparicién de
esta patologia, de forma congénita (Figura 1).

Lamayoria de los cachorros que presentan esta
enfermedad fallecen tras el nacimiento, por 1o que
se han ideado modificacionesen lastécnicasdeali-
mentacion de los cachorros.

En primer lugar, realizaron un estudio entresca-
chorros de una semana de raza Braco Alemén sin
fisurapalatina. Estos cachorrosfueron alimentados
con biberonesy tetinas paralalactanciade gatosy,
aungue la alimentacién fue muy laboriosa, en los
tres casos se consiguid la supervivencia de los ani-
males.

Posteriormente, yaen perros con el paladar fisu-
rado, utilizaron biberonesy tetinas parala aimen-
tacion de perros normales. Con estastetinas, € ani-
mal podiasuccionar, pero con muchasdificultades,
deformaque alos pocos dias se produjo su falleci-
miento, presentando anorexia, debilidad y sinto-
mas de neumonia por aspiracion.

Con estosresultados, sevio necesarialablsgue-
dade otras adternativas parala aimentacion de los
cachorros con fisura palatina

Trasel nacimiento, selespracticd unaimpresion
del paladar con €l fin de crear una protesis palatina
que impidiera el paso de contenido liquido alaca
vidad nasal. La prétesis fue fijada mediante pega-
mento utilizado para adherir |as prétesis odontol 6-
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gicasalaencia. Nuevamentelosresultadosnofue-  gestion de restos de pegamento odontol égico dio
ron satisfactorios. Los animales fueron rechazados  lugar a una diarrea hemorrégica que acabé con la
por lamadrey, utilizado tan tempranamente, lain-  vidade éstos.

r--------------------1

¢Y TU QUE OPINAS?:
1. ¢Seriaadecuado alimentar alos cachorros con sonda?
2. ¢Esadecuado alimentar a estos cachorros con |actancia materna?
3. ¢Espreciso utilizar lactanciaartificial ?

|

|

% SOLUCION:
Estos animales no sobreviven con lactancia materna. Tampoco creemos adecuado alimentarlos

con sonda, puesto que se trata de un método bastante agresivo, sobre todo en estudios prolongados, y

no favorece el desarrollo de laarticulacion temporomandibular, ni de lamusculatura que lamueve.

Unaforma més refinada'y adecuada para hacerlo es utilizar tetinas disefiadas individua mente.
Para ello, se realiza unaimpresion del paladar del cachorro al nacimiento, a partir del cual se ob-
tiene un molde en escayola (Fig. 2). Por otra parte, partiendo de tetinas de perro estandar, se obtie-
nen moldes de silicona cuyo extremo se modela para adaptarl o perfectamente al molde de escayo-
ladel paladar (Fig. 3). Seguidamente, mediante unaméquinade termovacio (Fig. 4), se obtieneuna
tetina de material pléastico termomoldeable que reproduce exactamente el molde de silicona de la
tetinaamedida (Fig. 5). Laventgjade esta tetinaa medida es que durante cada movimiento de suc-
cion cierra perfectamente lafisura.

Estas tetinas asi confeccionadas se adaptan a cualquier biberon. Deben ser rehechas dos o tres
veces durantelalactanciapara adaptarse al crecimiento maxilar del animal. Estaeslamejor mane-
rade evitar las muertes debidas a neumonia por aspiracién producidas por €l paso alaviaaéreade
laleche maternizada. Ademas, la utilizacion de esta tetina favorece un adecuado crecimiento cra-
neomandibular en el cachorro.

Figura 1. Detalles dela fisura palatina en un perro de Figura 2. Impresién del paladar Figura 3. Molde de slliconadelatetina. Su
raza Pachén Navarro. ddl cachorro (izda.) y posterior exdremo se modela para adaptarlo perfecta-
molde en escayola (dcha.) mentea molde en escayola del paladar.

Figura 4. Méguina de termovacio (izquier- Fig. 5.: Tetinas definitivas de diferentes tamefios

da), con detalle de la fabricacion dela teti- seglin crecimiento del cachorro.
naen meterial plagtico (derecha).
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Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos 11,

“Leading theway in providing the veterinary in-
formation”. Esteesel lemacon el quesepresentael
Servicio Internacional de Informacién Veterinaria
(“International Veterinary Information Service”;
IVIS).

El objetivo que se plantearon sus fundadores,
era el de mantener un espacio web donde mostrar
publicacionesrelevantes, actualizadasy de manera
gratuitaparatodo aquel que desarrollasu actividad
en sanidad animal. I nicialmente seided paraveteri-
nariosy estudiantes, aunque también es apto para
cualquiera relacionado con esta area. Actualmente
incluye més de 1.600 documentos (entre libros, ar-
ticulos, memorias de congresos, €tc.).

Abarcamultitud de especies. desde lostradicio-
nales “animales de laboratorio”, hasta grandes es-
pecies como equinos, bovinos, camélidos, etc. De
ahi que seincluya en el presente nimero de lare-
vista

Losarticulos son escritosy revisados por veteri-
nariosy/o cientificos, nacional es einternacional es,
de reconocido prestigio en sus distintas especiali-
dades. IVIS desarrolla una gran labor a lahora de
traducir muchos de estos manuscritos a espafiol;
paraello, se haorganizado un grupo detrabgjo. Por
parte de Espafia, uno de los traductores es C. Gu-
tiérrez (de la Facultad de Veterinaria de las Pal-
mas). Aquellos manuscritos relevantes, también lo
traducen aotrosidiomas, como el francés, italiano,
portugués aleméan, ruso y sueco.

Isabel Clara Rollan Delgado
Majadahonda, Madrid

El lemadel encabezamiento podria parecer pre-
tencioso y bastante comercial, pero aquel que na-
vegay profundiza en laweb advierte que verdade-
ramente es asi.

Aungue sus comienzos datan de 1998 (Ithaca,
Nueva York), no fue hasta el afio 2000, cuando la
web de esta organizacion sin animo de lucro estuvo
disponible. A final de afio ya contaba con unos
3.200 usuarios registrados. Poco a poco fueron de-
sarrollando nuevas secciones que resultaron dein-
terésgeneral. Este proyecto haido creciendo, como
erade esperar, graciasal apoyo deinstituciones, or-
ganismos, empresas, y de particulares que através
de sus aportaciones (ya sean econémicas o intelec-
tuales), hacen posible que 1VIS siga existiendo.

En 2007 ya contaba con mas de 200.000 perso-
nas registradas y adiade hoy, continta expandién-
dose. Anualmente, IVIS anima a sus miembros a
gue realicen una aportacion voluntaria (segun su
actividad profesional), ya que continuar con este
trabajo, aparte de plenadedicacion, acarrea una se-
riede costes. Lo quesi tienen muy claro esquevan
aseguir manteniendo el acceso gratuito asu biblio-
teca“on-ling’. Enlaweb, publican unalistaconlos
nombres de todos aquellos que gracias a su aporta-
cién, permiten que esta pégina se mantenga.

El proceso de alta como usuario es bastante sen-
cilloy répido. Unicamente hay que especificar una
direccion demail, surelacion con el mundo delasa-
nidad animal y aguellostemas queleresulten dein-
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”” Product Information - Windows Internet Explorer

W hittp:Jfwwn.ivis.orgfproductsfproduct asp?PN=vac_porc_herpest

W
~
G e N - tach . 1 " Select Country: =
eneric Name: porcine herpesvirus type 1 vaccine |Spain v_‘
Product - Company - Genernic Country Species I;::’ :’I
AD live Suivax - info Spain Porcinos
Fatro Uriach Veterinaria S.L. - visit
porcine herpesvirus type 1 vaccine
Akipor 6.3 ® - info Spain Porcinos
Merial Laboratorios - visit =
porcine herpesvirus type 1 vaccine
Geskypur - info Spain Porcinos
Merial Laboratorios - visit
porcine herpesvirus type 1 vaccine
Porcilis ® Begonia/DF - info Spain Porcinos
Intervet Laboratorios S.A. - visit =
porcine herpesvirus type 1 vaccine

[ Label information provided by the Compendium of Veterinary Products
| made available at no charge and sponsored by a grant from Bayer

| PRODVM.COM also publishes other great resources such as the North

| Animal Health. The CVP is published by PRODVM.COM.
| American Companion Animal Formulary (NACAF) available in print, CD-

' ROM Wah Siherrintinn TARGET Antimirrnhial Referanca Guida and

5 Bayer HealthCare

Ammal Health Division

s

® 100% -

e Internet

terés dentro de una amplialista aportada. El perfil
puede modificarse tantas veces como seanecesario.

Lapéaginaprincipal se encuentraestructuradade
lasiguiente manera:

« El marco de la derecha se reserva para anun-
ciar publicaciones recientes, proximos con-
gresos o0 jornadas, cursos de formacion, etc.

« Lapartecentral englobalos” puntosfuertes’ de
lapéginay otras secciones que resultan no me-
Nos curiosas, con apartados tales como lacita
del dia, tiras comicas, noticias de Ultima hora,
imagen de la semana, tema de lasemana, en la
gue, centrdndose en unaidea, rescata citas no-
tables que tengan que ver con e tema propues-
to. La frecuencia de renovacién (semanal),
también esimportante, yaque esunindicio de
gue hay bastante informacion de la que hacer
uso. En otro de los apartados presentan, uno a
uno, aaquellos autores que contribuyen con su
trabajo a mantenimiento de1VI1S. El hecho de
gue muchas casas comerciales dlijan esta pagi-
naparaanunciar sus productos, datambiénuna
ideade que esmuy visitada
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« El marco delaizquierdaredirigeamuchosde
|os apartados propuestos en la zona central,
aunque estd mucho més estructurado. Como
cual quier pagina que se precie hace unamen-
cion a sus inicios, objetivos, miembros fun-
dadores, etc. El apartado “My IVIS’ facilita
enormemente la gestion de nuestro perfil co-
mo miembros de IVIS, ofreciendo por g em-
plo herramientas tales como cambio de con-
trasefia o de correo el ectronico, suscripcion al
boletin denoticias, eincluso gestion de bajas.
Normalmente, en otras paginas, esto se reali-
zaatravés de un contacto.

Como he mencionado anteriormente, en la parte
superior central selocalizan las tres secciones con
maés contenido de la paginaweb:

« El calendario de eventos.
«Labiblioteca“on-line”
« El motor de blsqueda.

El calendario de eventos muestra congresos o
jornadas que han tenido lugar en los dos Ultimos
afios. Al pinchar sobre el enlace, dirige aun aparta-
do con restimenes de las distintas ponencias. Invi-
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tan a todos los miembros a que comuniquen cual-
quier jornadadeinterés. L oscongresos quetendran
lugar durante el 2009, se anuncian en el apartado
“Noticias’. Ofrece la posibilidad de realizar una
blsqueda selectivarellenando cualquieradelos si-
guientes apartados. pais donde tendré lugar el
acontecimiento, especie/s, entidad organizadora y
tipo de evento.

Lo més destacable es sin duda la biblioteca“ on-
line”; verdaderamente sensacional. Posiblemente,
aquelloslibros, revistas o documentos rel acionados
con el ambito veterinario que no se encuentren en
estaweb, dificilmente se encontraran en otro sitio.

| gualmente notable eslabase de datos de farma-
cosdd IVIS (“Drug Database”). Muestra por cada
producto, entre otros datos, el nhombre genérico,
marcas comerciales seglin los distintos paisesy un
listado de las publicaciones més relevantes donde
aparece €l medicamento en cuestion.

Por otro lado, VIS mantiene acuerdos con libre-
rias “on-line”, del tipo “Teton NewMedia’ o
“Amazon”, ofreciendo a sus miembros un 10% de
descuento en cada compra. Estaslibrerias son, asu
vez, patrocinadores del Servicio de Informacion.

En cuanto a motor de busgueda, no son necesa-
rios més comentarios; como cualquier otro, al se-
leccionar €l tipo de documento y las palabras cla-
ves, aparecen las referencias buscadas.

Otradelos apartados interesantes de esta pagina
eslaampliaofertadecursos*“on-line” querealizan;
de temética muy diversa. Estos son algunos ejem-
plos: principios de anestesiologia en veterinaria,
asistencia a grandes animales, endocrinologia en
perrosy gatos, principios bésicos en radiologia,
orientacion laboral, principios basicos en farmaco-
logiay otros tantos relacionados con €l animal de
laboratorio. Parte de los cursos of ertados (todos
ellos homologados por |a autoridad competente),
pertenecen al propio programadel 1VIS, y otros,
son externos. Los temas de |os cursos impartidos
por el 1VISlos elabora un grupo de expertos que
conforman el denominado “VetMedTeam”. Los
cursos estan dirigidostanto a estudiantes que preci-
san una formacion més especifica, como para pro-
fesionales con inquietudes. Es divertida la forma
en laquelos promocionan, diferente acuando visi-
tas una paginaweb europea; son mas sensaconalis-
tas, llegando a mostrar incluso testimonios de per-

sonas que han pasado por un curso similar en una
convocatoria anterior.

iBravo por estas paginas tan completasy de ac-
ceso libre! Porgque verdaderamente cumplen el ob-
jetivo propuesto: compartir informacion con profe-
sionales y estudiantes en todo el mundo. No cabe
duda de que estos proyectos tan interesantes se
mantienen porque son necesarios (aungue con gran
esfuerzo por parte de todos los que lo hacen posi-
ble, que son muchos). Es un Servicio de Informa
cion de referencia. No es de extrafiar que sus res-
ponsables, orgullosos, |0 presenten cono € mayor
recurso veterinario “on-ling” del mundo.
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A su nivel, hay sociedades como laSECAL, que
contribuyen a este intercambio de informacién, ya
seapor cualquierade susvias: paginaweb, revista,
o foro SECAL-L. Sirvan estas lineas para agrade-
cer a agquellas personas que nos colman de buenos
consegjos, recomendando manuales, otras fuentes
de informacion e incluso su propia experiencia.
Agradezco en este caso especialmente, a lgnacio
Alvarez, que fue quien me recomendd esta pagina.
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SEGURIDAD

Os presentamos una nueva seccion, en

la que pretendemos comentar de forma
breve y aplicativa los principal es temas
relacionados con la Prevencion de Riesgos
Laborales en nuestro sector.

el
MINULOS

Para elaborar futuros temas contamos con vuestra participacion. En este sentido hemos publicado en la
pagina web de SECAL una encuesta sobre satisfaccion en € trabajo, para conocer, evaluar e intentar I
I mejorar las condiciones de trabajo en nuestro contexto profesional. I

Os animamos a rellenarla y hacérnosla llegar (jesus.martinez@ciemat.es; CIEMAT — Servicio de
Animalario — Avenida Complutense 22 Edificio 7 — 28040 Madrid; FAX 91 3466484)

Muchas gracias y esperamos que esta contribucién sea de vuestro agrado.
Ricardo Vera Rodriguez — Jestis Martinez Palacio

Responsables de la Seccion

I Técnicos Superiores en Prevencion de Riesgos Laborales I

MANIPULACION MANUAL DE CARGAS

La manipulacion manual de cargas es unatarea
habitual en todo tipo de sectores, siendo unade las
causas més frecuentes de accidentes laborales (en-
treel 20y el 25%del total). Asi, estaactividad pue-
de ser el origen, en muchos casos, de la aparicion
defatigafisicao bien de dafios diversos como con-
tusiones, cortes, heridas, fracturasy lesiones mus-
culo-esquel éticas en zonas sensibles como son
hombros, brazos, manosy espalda.

El trabajo con animales de laboratorio no esta
exento de losriesgos originados por la manipula-
cion de cargas. En laboratorios de experimentacion
y animalarios es frecuente € manegjo de cargas, ta-
lescomo jaulas, sacosdevirutao de piensos, carros
de transporte, etc.; todos ellos con pesos que van
desde 2 a 12 kilos, y alguno con formas de dificil
agarre.

Todamanipul acién de cargas con un peso mayor

de 3 kilos puede ocasionar lesiones dorso-lumba-
res, estando este tipo de riesgo asociado a factores
Como:

» Caracteristicas de la carga: demasiado pesa-
da, voluminosao dificil de sujetar, contenido
inestable, etc.

« Esfuerzo fisico necesario: demasiado impor-
tante, necesarialatorsion o flexion del tron-
Co, €etc.

« Caracteristicas del medio de trabajo: espacio
insuficiente, suelo irregular, inestable, resba-
ladizo o con desniveles, etc.

« Exigencias de la actividad: esfuerzos fre-
cuentes o prolongados, ritmos de trabajo im-
puestos, reposo insuficiente, distancias gran-
des de elevaci6n, descenso o transporte, etc.

« Factoresindividualesderiesgo: faltadeaptitud
fisica, fata de formacion adecuada, existencia
previade patologias dorso-lumbares, etc.
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En general, todas las cargas que se manipulen
deben tener un peso inferior a25 kg en condiciones
ideales de manipulacion y, en el caso de mujeres,
jovenes y personas mayores, no deberan sobrepa-
sar los 15 kg. Si lapostura de trabajo es sentado, €l
peso maximo recomendado serd de 5 kg, siempre
que sea en una zona proximaal tronco, evitando
manipular cargas a nivel del suelo o por encima
del nivel deloshombrosy giros einclinaciones del
tronco. En trabajos esporadicos de manipulacion
de cargas, para un trabajador sano y entrenado, €l
peso permitido puede llegar hastalos 40 kg.

Para una correcta manipulacién manual de car-
gas, recuerda:

« Examina la carga antes de manipularla.
Sigue las indicaciones que aparezcan en €l
embalaje en lo relativo ainestabilidad, conte-
nido, posiblesriesgos, etc. Si no apareceindi-
cacion alguna, observalacarga, prestando es-
pecial atencion a su forma, tamario, posible
peso, zonas de agarre, posibles puntos peli-
grosos (aristas, puntas de clavos, etc.).

« Si esnecesario, acondicionalacargadefor-
ma que se impidan los movimientos del con-
tenido.

« Planifica el levantamiento: decide el punto
0 puntos de agarre méas adecuados, ruta de
transporte, dénde hay que depositar la carga,
etc. Aparta del trayecto cualquier elemento
gue puedainterferir en €l transporte.

« Usalavestimenta, el calzado y los equipos
adecuados. Los equipos de proteccion indi-
vidual como gafas, guantes, mascaras, etc. no
deberan interferir en la capacidad de realizar
movimientos, no impediran lavision, ni dis-
minuirén ladestreza manual .

« Siguelascinco reglas basicas en el momen-
to de levantar la carga: separa los pies hasta
conseguir una postura estable; doblalasrodi-
Ilas; acercaal méximo el objeto a cuerpo; le-
vantael peso gradualmentey sin sacudidasy
no gires el tronco mientras se estalevantando
lacarga (es preferible pivotar sobrelos pies).

< Solicita la ayuda de otra persona siempre
gue el objeto tenga, con independenciade su
peso, a menos dos dimensiones superiores a
76 cm; cuando €l peso sea superior a30kgy
cuando €l objeto sea muy largo y no puedas
trasladarlo de forma estable.

« Sitlalacargaen el lugar masfavorable
parasu posterior manipulacion: cercadeti,
enfrentey alaalturadelacadera

« Utiliza ayudas mecanicas, siempre que sea
posible. En los alcances a distancias impor-
tantes puedes usar ganchos o varas. Evita hi-
perextensiones del tronco colocando escale-
raso tarimas.

e Transportalacargaalaalturadelacade-
ray lo més cerca posible del cuerpo. Si e
transporte se realiza con un solo brazo, evita
inclinaciones lateraes dela columna.

« Evitalostrabajosqueserealizan deforma
continuada en una misma postur a. Se debe
promover laalternanciadetareasy larealiza-
cién de pausas, establecidas en funcién de
cada personay del esfuerzo exigido.

Por Gltimo, recuerda que en tu trabajo es necesa-
rio aplicar las medidas de organi zacion mas idone-
as, tener laformacidn e informacion adecuadas a
losriesgos derivados de lamani pul acién manual de
cargasy disponer de los medios necesarios parare-
alizar € trabajo de forma segura.

Medios aunxiliares sobrecargados | ¢
pueden s un riesgo.

Medios auxiliares sobrecargados pueden ser un riesgo.
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ENTREVISTAS

PERFILES RELACIONADOS CON LA CIENCIA
DEL ANIMAL DE LABORATORIO

PILAR BRINGAS DE LA LASTRA

Lugar de Trabajo:

Centro de Asistencia ala Investigacion (CALl),
Animalario de la Universidad Complutense de
Madrid (UCM).

Breve descripcion del cargo que ocupa:
Directora Técnica Veterinariadel CAl.

Arios Experiencia:
16 anos.

Sociedades en las que participa:
SECAL, ESLAV.

Participacion dentro de SECAL:

He sido miembro de |a Junta de Gobierno.

¢Comoseinicid en el campo delaciencia del
animal delaboratorio?

Duranteel Gltimo afio derealizacion dela tesis
doctoral, fui a Barcelona pararealizar el curso de
“Capacitacion parael uso del animal de laborato-
rio” que impartia la Universidad Auténoma de
Barcelona. Esto, junto con la demanda del mo-
mento de personas con cierta formacion especifi-
caen a campo del animal de experimentacion hi-
Z0 que cambiara el mundo de Farmacologia y
Toxicologia por el delosanimales delaboratorio.

Resumen de su actividad profesional

Mi actividad profesional la he desarrollado du-
rante todos estos afios, gestionando el centro de
experimentacién animal delaUCM.

¢Cuales son los temas que mas le interesan
relacionados con la ciencia del animal de labo-
ratorio?

Todo lo referente a bienestar animal y nuevos
sistemas de gestién de centros, fundamentalmente
en relacidn con las col onias de transgénicos.

¢Cuales son sus objetivos para los pr6ximos
anos?

Mi objetivo para los proximos afios es conse-
guir que un centro publico universitario como en
e que trabgjo, y con las dificultades que ello im-
plica, logre mantenerse dentro de |os sistemas de
calidad que deben exigirse y aplicarse alos ani-
malarios.
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¢Que consejos daria alos que ahora seini-
cian?

Si su trabajo es directamente en el animalario,
yasean gestores técnicos o cuidadores, que selle-
nen los bolsillos de entusiasmo y de paciencia,
ademés de autoestima, ya que desarrollan una la-
bor importantisima para todas agquellas investiga-
ciones queimplican el uso del animal delaborato-
rio, aunque a veces no sea suficientemente
valorada

Por otro lado, a los investigadores que centran
sus objetivos en € conocimiento de cualquier as-
pecto de estos animales, que se mantengan en esta
linea, pues queda mucho por aprender y muchas
incognitas por resolver.

Si hay gente que pertenece alos dos grupos, mi
enhorabuena, han conseguido |o mas dificil.

En cualquier caso mucho animo atodos.

¢Qué opinién le merece la oferta de forma-
cién presente en Espafia?

La oferta de formacion en Espafia era hasta ha-
ce poco escasa, Sin embargo, la necesidad de ad-
quirir las acreditaciones de las distintas categorias
publicadas en el RD 1201/2005 ha disparado la
ofertade cursos encaminados aadquirir dichasca-
tegorias. Quizéas, ami parecer, faltaria formacion
complementariaaestos cursos, en el que sepudie-
ran adquirir conocimientos mas especificos y/o
especializados.

Citedos profesionalesalos que seriaintere-
sante poder realizar este cuestionario
José Maria Orellanay Luis Mufioz de la Pas-

Cua.
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ENTREVISTAS

PERFILES RELACIONADQOS CON LA CIENCIA
DEL ANIMAL DE LABORATORIO

JORGE MARIO SZTEIN

Lugar de Trabajo:

Laboratorio de Reproduccién Asistida y Crio-
preservacion (ARTIC) de la seccion de Medicina
Comparada (CMB) del Instituto Nacional de En-
fermedades Alérgicas e Infecciosas (NIAID) de
los Institutos Nacionales de |la Salud de EEUU
(NIH)

Breve descripcion del cargo que ocupa:

Director Asociado al programa de Medicina
Comparada, a cargo de la gestion de la reproduc-
cion asistida de las colonias de roedores y del ban-
co de embriones, como servicio alos investigado-
resdel Ingtituto.

Afios Experiencia:

Mi primera transferencia embrionaria fue en
1976, de eso ya hace més de tres décadas. Recuer-
do que estaba en segundo de Veterinariay eravo-
luntario en un centro de investigacion (IMBICE)
donde conoci y aprendi manipulacion de embrio-
nes de los profesores Dra. Susana Merani y Dr.
Cesar Horgan.

Sociedades en las que participa:
ISTT,AALAS, SECAL

Participacion dentro de SECAL:

Soy miembros de SECA L desde hace unos cin-
o afos; espero participar activamente en el proxi-
mo Congreso que se celebrara en noviembre en
Salamanca.

¢Como seinicid en el campo delacienciadel
animal delaboratorio?

Siempremehagustado lainvestigacion aplicada.

En laFacultad de Veterinariade la Universidad
Nacional de La Plata, Argentina, donde estudie e
inicie mi camino a mundo de los ratones, habia
muy pocos “ ratologos especiaizados’. Unaerala
Dra. Aixa de Vecchi, a quien tuve e gusto de co-
nocer y fueunapioneraen e tema, y luego laDra.
Cecilia Carbone quien realmente promovio la es-
pecialidad como cienciay fue quien juzgd mi tesis
doctoral.

Debo mencionar que quien me ayudd muchisi-
mo enmi carrerafue el Dr. Joe Held, por esetiem-
po Director del Centro Panamericano de Zoono-
sis, donde hice mis primeras armas como
profesional especializado en el tema.

Luego estuve a cargo del Animalario de La
Academia Nacional de Medicinay, a irme alos
Estados Unidos de América, pasé el testigo a mi
amigo y compafiero el Dr. Fernando Benavides.

Resumen de su actividad profesional

Comencé siendo estudiante atendiendo el cria-
dero de animales de laboratorio en la Facultad,
luego en un pequefio centro de investigaciones
privado donde trabaja con ratén y meriones (“ ger-
bil"). Mastarde estuve en el Centro Panamericano
de Zoonosis, donde en 1985 realicé el primer cen-
so de usuarios de animales de laboratorio. Unos
afos mastarde, trabajé en el bioterio de laAcade-
mia Nacional de Medicina hasta que vigjé alos
Estados Unidos.

En los Estados Unidos comencé como post-
doctoral para hacer transgénicos. Eso fue hace ya
20 afios. Al afio me hice cargo de la produccion de
transgénicosy de la criopreservacion. Mi mentor
en congelacion fue el Dr. Bill Rall y, en transgéni-
cos, como en los 90 nadie sabiamucho, nos ayuda-
mos |los unos alos otros. Fue duro, pero aprendi y
logre producir laprimeraratatransgénicadel NIH.
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En el afio 95 fui contratado por los Laborato-
rios Jackson (95-00) donde permaneci 5 afios tra-
bajando solamente en €l area de congelacion, Du-
rante ese tiempo trabajamos mucho en la
criopreservacion y colaboré en la creacion del
EMMA en Roma.

En el 2001 volvi al NIH, al Instituto del Ojo
(NEI), el mismo donde habia comenzado como
post-doctoral, pero estavez acargo del laboratorio
de Criopreservacion y Transgénesis, cargo que
mantuve hasta el afio pasado en que cambie de
instituto (NIAID) dentro del mismo NIH.

¢Cudles son los temas que mas le interesan
relacionados con |la ciencia del animal de labo-
ratorio?

Criopreservacion y reproduccion asistida.

¢Cudles son sus objetivos para los préximos
anos?

Ahora estamos trabajando en algo muy intere-
sante con los hamster enanos de Siberia (Phodo-
pus sungorus), con los que ya hemos podido ac-
tuar en la fertilizacion y congelacién y ahora
quisiéramos hacer transgénicos con ellos. Tam-
bién extender el mismo proyecto a cobayos.

¢Que consgjos daria a los que ahora seini-
cian?

Quelaformacion eslaclave.

Recuerdo cuando hice mi primer curso de di-
reccion de bioterios, en €l que me asignaron lim-
piar un lavabo y aparentemente lo hice mal. Tuve
gue hacerlo de nuevo. Ese profesor decia que de-
biamos exponernos y aprender como se hacen las
cosas paraluego poder pedir aotro que las haga.

También les diria que sean conscientes de que
|o que nos gusta no nos cuesta trabajo. Asi con un
poco de esfuerzo, una pizca de perseveranciay no
dejar de sonreir... Ya que todo esta ahi, solo hay
que saber buscarlo.

¢Qué opinién le merece la oferta de for ma-
cion presente en Espana?

Todo ha cambiado en forma gigantesca en los
ultimos 15 afios. Pienso que ahoraofrece un cono-
cimiento mas amplio de la profesion y se va to-
mando conciencia de laimportanciay necesidad
de laeducacién y formacion especializada.

Nuestro curso de Criopreservacion auspiciado
por SECAL yalleva8 afios...

Citedosprofesionalesalosque seriaintere-
sante poder realizar este cuestionario
Jordi Canto Martorell y Julia Fernandez Pon-

Zano.

ANIMALES DE LABORATORIO 42 « SOCIEDAD ESPANOLA PARA LAS CIENCIAS DEL ANIMAL DE LABORATORIO 41

VER INDICE

Ol401lvyd04av7 3d SEI'IVV\IINV"'P?}



	Botón6: 
	Botón10: 
	Botón2: 


