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E D I T O R |I A L

INVESTIGACION ONCOLOGICA CON ANIMALES DE EXPERIMENTACION

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) ha estimado que las causas més frecuentes de
muerte de adultos en paises desarrollados son las enfermedades neurodegenerativas (asociadas
en gran medida al incremento de la esperanza de vida), las patologias cardiovasculares (directa-
mente relacionada con € tipo de vida de los paises desarrollados) y € cancer ( con un gran cont
ponente genético).

Segin datos obtenidosdel Ministerio de Sanidad, cada afio se diagnostican unos 180.000 nue-
VOS casos de cancer, Situando esta patologia como la primera causa de muerte desdel afio 1999,
Cabe destacar que, S separamos |os datos por género, en € hombre |a primera causa de muerte
esd cancer de pulmdn, mientras que en la mujer, son las enfermedades cardiovasculares las que
sesitlian en primer lugar, siendo la de mama |a patologia cancerosa més frecuente.

Este Ministerio inicié en 2005 la “ Estrategia contra € cancer del Sstema Nacional de
Salud”, cuyos objetivos son la mejora del diagnéstico precozy € estudio de tratamientos eficaces,
(ue, generalmente, se deben testar en animales de laboratorio. Este afio, € Ingtituto de Salud
Carlos 111 -una de las fuentes mas importantes de financiacion plblica para investigacion-, ha
seguido dando prioridad a la investigacion oncoldgica, como linea a potenciar y financiar

En Europa, € uso de animales (roedores) como modelos de enfermedades humanas, se ha
incrementado un 60% entre los afios 2002 y 2005. En Espafia, méas del 15% del total de ratones
utilizados est directamente relacionado con patologias tumorales: ratones genéticamente modi-
ficados que desarrollan cancer en pocas semanas, xenotransplantes de tumores humanos a rato-
nesinmunodeprimidos, desarrollo detumoresa partir de lineas celulares animales o humanas, etc.
En € presente ndmero se presenta una técnica quirtrgica relacionada con un modelo de cancer
colorrectal en larata, y € uso de modelos genéticamente modificados para € estudio del desa-
rrollo vascular relacionado con € cancer de pancreas (insulinomas). Asmismo, enla seccion“ Y
tli que opinas?” se nos describe un modelo de xenainjerto tumoral

Enlamayoria de modelos de cancer, es de especial importancia disponer deun adecuado pro-
tocolo de supervison del bienestar animal. Para que € investigador cumpla con este tipo de pro-
tocolos, es necesario que susindicadores estén cuantificados seglin su severidad (por gemplo de
1 a3, sendo 3 grave), que sean lo més objetivos posibles (tamafio de tumores, pérdida de peso),
facilesde medir (sin olvidar aspectos metodol 6gicosimportantes, como por gemplo, € hecho de
queel control dela temperatura sin telemetria no es til), y en algunos casos es necesario ir adap-
tando € protocolo conforme se desarrolla e procedimiento experimental.

S d objetivo es cumplir los principios de las “ Tres Erres’ (reduccion, reemplazo y refina-
miento), es imprescindible que € protocolo de supervision contenga los criterios de punto final
(indicadoresa partir delos cuales se debe sacrificar e animal, aunque no se haya alcanzo algunos
delos objetivos del procedimiento), y que el investigador los entienda y los acepte. Organizaciones
como & AAALAC (podemosrrevisar Sumision en laseccion de” Presion Positiva” ), nos pueden ayu-
dar a definir los criterios a cumplir y dar fuerza al personal del animalario frente a aquellos usua-
rios menos sensibles a aspectos relacionados con € hienestar animel

Para finalizar, € hecho de que Espafia tenga una tasa de mortalidad por cancer muy pareci-
da a la europea y no superior, quiza esté de algin modo relacionado con € buen uso del animal
de laboratorio para este tipo de procedimientos, que repercute en la calidad de la investigacion
oncolégica que sedesarrolla en nuestro pais. Al personal relacionado con el uso de animales como
modelos de cancer, “ s0l0” nos queda seguir trabajando para dar a conocer los principios defini-
dosen las“ Tres Erres’, y seguir incrementando |a calidad de este tipo de investigacion.
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laJuntade Gobierno dela SECAL aprobé un nuevo formato que facilite
lainscripcion de nuevos socios. Este nuevo formato ( en PDF) se puede lo-
calizar en la paginaweb de la SECAL o en cada uno de los nimeros dela

Revista
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Noticias de la SECAL

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

26 DE MARZO DE 2009

LaJunta de Gobierno dela SECAL celebrd una actuaciones de FELASA. Concretamente, se
nueva reunion ordinaria el pasado 26 de marzo en aprobd laversion final del documento sobre
Barcelona. En ella, setrataron los siguientes asun- formacién para Categoria A (“Education of
tos: FELASA Category A: Persons, taking care of

« Nueva normativa en preparacion: laPresi- animals’), y la composicion de otros nuevos
denta de la SECAL fue convocada por la Se- grupos de trabgjo: “Glossary of Clinical
cretariade Estado de Investigacion (Ministe- Signs” y “Education of Students”. Asimismo,
una reunioén sobre el proceso de |a acredita- nuing education for persons involved in ani-
cion de categorias parael uso de animales de mal experi ments — Recommendations of a
experimentacion. En ella, seinformé de que FELASA Working Group”, fue valorado po-
se esta elaborando un texto, que se publicara sitivamente por Ia._]untga_, Este documento lle-
con rango de Real Decreto, con el que se pre- vaconsigo laimplicacion de la SECAL -co-
tende regular la obtencion de estas categori- mo del resto de miembros de FELASA-, en
as. El fin de esta reunién, por parte de los re- distintas gestiones relacionadas con laforma
presentantes del la Administracion, fue cion continuada, tales como la acreditacion
obtener mas informacion de la situacion ac- de cursos.
tual y particularidades delosprofesionalesde « Actividades for mativas. se ultimé la puesta
este ambito. en marcha de distintas actividades formati-

- Comentarios a la propuesta de nueva Di- vas, de las que posteriormente se informo a
rectiva sobre proteccion de animales utili- los socios por |os cauces habituales. Entre
zados con fines cientificos: tras la publica- ellas, las jornadas técnicas en colaboracion
cién de esta propuesta, € 5 de noviembre de con casas comerciales, & “Curso de Preven-
2008, diversas entidades y sociedades, entre cion de Riesgos Laborales’ del CIEMAT, y
las que se incluyen SECAL y FELASA, han el curso de “Andlisis Genético”, promovido
elaborado sus respectivos documentos con por &l mismo Centro.
comentarios y correcciones a este texto. Re- « X Congresodela SECAL , Salamanca 2009:
cientemente, la SECAL manifest asimismo la Junta valoré muy positivamente la evolu-
su conformidad a documento de enmiendas cion delaorganizacion de este evento. El pla-
elaborado por la Comisién de Agriculturay zo deinscripcion y envio de comunicaciones
Desarrollo Rural del Parlamento Europeo contintiaabierto. Todas|as novedades se pue-
(AGRI), con fecha 5 de febrero de 20009. den consultar en la pagina web propia del

« Discusion de documentosy propuestas de Congreso:

FELASA: sevalorarony aprobaron distintas http://fundacion.usal .es/secal 2009.
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OTRAS NOTICIAS

IJORNADA ICLAS ESPANA

EnlosaboresdelaMedicinaModerna-segunda
mitad del s. XIX-, e nimero de animal es de experi-
mentacién empleado era tan pequefio que no habia
produccién organizada. A partir delaterceradécada
del siglo XX, y como consecuencia de la creciente
demanda, se fue haciendo patente la necesidad de
producir y emplear animales sanos, libres de enfer-
medades que pudieran interferir en los procedi-
mientos experimentales. Ademés y paralelamente,
cobraron importancia factores como la calidad de
los piensos y € control de las condiciones medio-
ambientales.

De esta manera, a principios de los afios 50 tu-
vieron lugar |as primeras reuniones entre institucio-
nes nacionales y organizaciones internacionales,
cond findedifundir y discutir estos requerimientos
de calidad, tanto en el uso deanimaesen investiga-
cién, como en su produccion. Esentonces cuando, a
partir de estasiniciativas, se establecieron d “Inter-
national Committee on Laboratory Animals’
(ICLA), que mastarde llegariaa ser € “Internatio-
nal Council for Laboratory Animal Science’
(ICLAS). Desde sus origenes, el ICLAS apoyala
unificacion o armonizacion de directrices, legisla
cionesy otras formas de regulacion del cuidado y
empleo del animal de laboratorio.

El pasado 11 de marzo se celebr6 en el Centro
Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
(CNIC), la primera Jornada Cientifica del Comité
Espafiol ICLAS. Los objetivos de la Jornada, enfo-
cada principalmente a los investigadores, fueron,
fundamentalmente, difundir aspectos practicos del
disefio de experimentos con modelos modificados
genéticamente, y analizar los procesos de revision
éticade los proyectos con animales.

Olga Maria Fernandez
Unidad Cirugia Experimental
Hospital Virgen de la Arrixaca, Murcia

Traslapresentacion delaJornada—acargo de Ja
vier Guillén, de AAALAC International-, la Dra.
Susan Bello, de “The Jackson Laboratory”, expuso
laponenciatitulada: “ Finding your Mouse: Naviga
ting mouse resources using MGI”. LaDra. Bello es
unadelas encargadas cientificas delaactualizacién
y expansion del recurso denominado “Mouse Ge-
nome Informatics’ (MGI) y, alo largo de su ponen-
cia, nos demostré por qué MGI es unavaliosisima
base de datos de genéticay gendmica murina. Asi,
lacomunidad cientificapuede emplear estabase pa
raencontrar model os murinos de enfermedades hu-
manas, cepas portadoras de una mutaci én especifi-
caen un gen dado, nomenclatura aprobada para un
gen o un alelo, caracterizacion y funcién de genes
murinos, links a otras bases de datos.

En segundo lugar, el Dr. David P. Wolfer, del
“Ingtitute of Anatomy” delaUniversidad deZurich,
presentd la ponencia que llevaba por titulo: “Phe-
notyping of genetically modified mice: important
considerations regarding genetic background”, en
la que, sobre la base de su amplia experiencia, nos
convencid de laimportanciadel fondo genético co-
mo modulador del fenotipo en ratones modificados
genéticamente, y nos proporciond valiosas reco-
mendaciones en el mantenimiento de lineas trans-
génicas.

A continuacién el Dr. Brendon P. Scicluna, del
“Heart Failure Research Center” de la Universidad
de Amsterdam, con su ponenciatitulada: “ Genetic
background plays an important role in modulating
the cardiac conduction phenotypein amurine chan-
nelopathy”, nosmostré un caso de diferenciasfeno-
tipicas entre ratones de distinto fondo genético y
portadores de la misma mutacion. Asi, el Dr. Sci-
cluna expuso que, tras desarrollar un modelo mu-
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tante de canal opatia cardiacade ién sodio, en fondo
genético 129P2, y a transferir lamutacion a fondo
genético FVB/N, observo como los déficits en la
conduccién eran mas severos en lacepaoriginal.

Después de disfrutar del vino espafiol ofrecido
por el Centro, € Dr. Maurizio Salvi, miembro dela
Oficina de Consgjeros de Politica Europea (BEPA)
y director del Grupo Europeo de Eticaen Cienciay
Nuevas Tecndlogias (EGE), present6 laponenciati-
tulada “ The ethical review of research projects un-
der the 7th Framework Programme: requirements,
procedures, methods’. El Dr. Salvi resalté que el
bienestar animal, lainvestigacion en las 3Rs (redu-
cir, refinar y reemplazar), y € apoyo alos méodos
alternativos alaexperimentacién animal, sontemas
prioritarios en el Séptimo Programa Marco de In-
vestigacion y Desarrollo Tecnol6gico de la Unidn
Europea parael periodo 2007-2013.

Posteriormente, Dfia. Pilar Ledn, dela Subdirec-
cién General de Sanidad Animal del Ministerio de
Medio Ambientey Medio Rural y Marino, present6
la ponencia “ Evaluacion de los procedimientos en
laAdministracion General del Estado. Perspectivas
de control ético en la propuesta de nueva Directiva
Europed’, en la que recordd |os procesos de revi-
sion ética de los proyectos con animales de investi-
gacion recogidos en el Real Decreto 1201/2005.
Ademés, reviso los nuevos aspectos referentes ala
evaluacion ética de |os proyectos con animales de
investigacion, que aparecen en la nueva propuesta
deDirectivaEuropearelativaalaproteccién de ani-
mal es utilizados parafines cientificos.

Finamente, la Dra. Carmen Pifiol, de laUniver-
sidad de L érida, expuso |a ponenciaque llevabapor
titulo “Experienciay futuro de la Comisién de Ex-
perimentacion Animal en Catalufia’, en la que ex-
puso su experienciaalolargo delos 10 afiosquelle-
va en activo la Comision Etica Catalana, y
compartié con nosotros valiosas recomendaciones
para poner en préactica en los comités éticos de ex-
perimentacién animal de nuestros centros.
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ARTICULOS

RATONES Y CANCER:
TODA UNA VIDA JUNTOS

Cumplimos 100 afios... Mejor dicho, nuestro
protagonista cumple 100 afios de estancia en nues-
troslaboratorios. jQuien seloibaadecir aWilliam
Ernest Castle y a su brillante estudiante, Clarence
Little, cuando comenzaron en Harvard a principios
del siglo XX los primeros estudios genéticos utili-
zando como modelo a nuestro ilustre protagonistal
Han pasado ya 100 afios de aquello y hoy, mas que
entonces, € ratén esel mejor modeloy € més utili-
zado, especialmente en biomedicina. Durante estos
100 afios de andadura, 10s estudios utilizando rato-
nes delaboratorio han reportado varios premios no-
belesy han contribuido (y contintian haciéndol o) de
manera destacada al desarrollo de lainmunologia,
lagenéticay las ciencias de lasalud. De hecho, hoy
se utilizan mas de 25 millones deratones a afio pa-
ra distintos proyectos relacionados con la salud hu-
manay labiologia, y es seguro que este nimero
continuaraincrementandose.

DOS HITOS MARCARON NUESTRO
CAMINO

Durante estos Ultimos 100 afios, hemos de desta-
car dos hitos de especial relevancia relacionados
con el ratén y el desarrollo de las ciencias de lavi-
da; son la generacién de cepas genéticamente ho-
mogeénesas, o lineas consanguineas (también conoci-
das por el término inglés como cepas“inbred”), y €
desarrollo de las técnicas para manipular a nuestro
antojo el genomadel ratén.

Luis Mufioz de la Pascua
Manuel Sanchez Martin

Servicio de Experimentacion Animal (SEA)
Universidad de Salamanca

Empezando por e primero de los hitos mencio-
nado, también conocido como “ estandari zacion ge-
netica’, es detal relevancia el poder contar con es-
tas cepas consanguineas, que més del 90% de las
publicaciones cientificas en estos campos utilizan
este tipo de lineas. Fue precisamente Clarence Lit-
tle, el cientifico que comenzara con la generacion
de estas lineas consanguineas en 1909, generando
por sucesivos retrocruzamientos la primera cepade
ratones consanguineos llamada“ DBA”. Estas line-
as son de vital importancia ala hora de reproducir
nuestros experimentos en otros lugares del mundo,
yaque cadaindividuo delacoloniaes genéticamen-
teidéntico en un porcentaje cercano o superior a
99%, con lamayoriade susloci en estado homoal é-
lico. El uso de estas cepas en investigacion evitala
variabilidad genéticay nos aseguralareproducibili-
dad de nuestros resultados. Ademés, cada cepa po-
see unas caracteristicas fenotipicas Unicas que las
hacen diferentes de las demés, tales como la sensi-
bilidad o resistencia a desarrollar ciertas enferme-
dades. Por ejemplo, la cepa FVB es ampliamente
utilizada por lacomunidad cientificaen losestudios
de cancer demama, por su sensibilidad al desarrollo
de este tipo de tumores, mientras que la cepa
C57BI/6 es mas resistente. En muchas ocasiones,
esta sensibilidad o resistencia a desarrollo de cier-
tos tumores se pone de manifiesto cuando expone-
mos a estas lineas a distintos agentes como carcing-
genos, virus o radiaciones. Estos modelos han sido
y son muy Utiles paralaidentificacion de oncogenes
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y genes supresores de tumores, asi como parala
identificacion de genes de susceptibilidad o genes
modificadores.

Como contrapartida, hemos de mencionar que
estos model os también tienen sus limitaciones, es-
pecialmente cuando comparamos |os tumores que
desarrollan con los humanos; y es que en muchas
ocasiones, estos model os desarrollan un subtipo
muy especifico de tumor, con bagja penetranciay un
grado delatenciavariable. Sin embargo, laobserva
cion de estas limitaciones en este tipo de model os,
han contribuido sin dudaa desarrollo de unanueva
tecnologia que permite modificar el genomade es-
tas cepas de unamaneraraciond y dirigida, y es és-
taalaque hacemos referencia como el segundo de
los hitos cruciales en el desarrollo de las investiga-
ciones hiomédicas: lamodificacién genéticadel ge-
nomadel ratén a nuestro antojo.

Este segundo hito tiene lugar gracias al avance
tecnol dgico que acompafioé a descubrimiento del
DNA. Desde que fue revelada la estructura del
DNA por Watson y Crlck, en los afios 50, comenzé
unasucesi 6n imparable de descubrimientosquealin
continda en nuestros dias. En |os afios posteriores a
tan relevante descubrimiento, se describieron pro-
cesos fundamentales como lareplicacion del DNA,
latranscripcion, y latraduccion o sintesis de protei-
nas. Asimismo, se descifr6 € cédigo genético y se
fue profundizando mésy mas en lo que se hadeno-

Pulmoén Adenocarcinoma

Kras (Ref. 1)

minado “tecnologia del DNA recombinante’, o in-
genieriagenética. Serefiere éstaalareunion artifi-
cial de moléculasde DNA, o de partes de éstas, que
no se encuentran juntas en la naturaleza. Latecno-
logiadel DNA recombinante comenzé con las enzi-
mas de restriccion, capaces de cortar €l DNA en se-
cuencias especificas, para poder unir después
distintas moléculas de DNA entre si mediante las
denominadas DNA ligasas. Comenzaron a desarro-
Ilarse los denominados vectores de clonacion como
los plasmidos, cromosomas artificiales de bacterias
(BACs) y levaduras (YACs), que permiten contener
dentro de si otras moléculas de DNA de diferentes
organismos y tamarios, conocidas como insertos.
Répidamente, y graciasal avance de estatecnologia
del DNA recombinante, logramos modificar racio-
nalmente el genoma de organismos superiores, es-
pecialmente €l de nuestro protagonista, €l raton.

LOS RATONES MODIFICADOS
GENETICAMENTE Y EL ESTUDIO
DEL CANCER HUMANO

La generacién de este tipo de ratones modifica-
dosgenéticamente (RMG) naceenlosafios80y nos
ha permitido estudiar cud eslafuncién deungeno
proteina en condiciones fisiol6gicas y patol égicas.
Lacreacion deestosRMG escomplegja, y resultade
unacombinacién delatecnologiade DNA recombi-
nante, de cultivos celularesy de lamanipulacion de

Carcinoma de células pequefias Rb1,;Trp53 (Ref. 2)
Colon Adenocarcinoma polipoide Kras;Apc (Ref, 3)
Carcinoma hereditario no polipoide | Msh6 (Ref. 4)
Mama Carcinoma Ductal Brca2; Trp53 (Ref. 5)
Carcinoma Lobular Cdh1,Trp53 (Ref. 6)
Pancreas | Adenocarcinoma Ductal Kras; Cdkn2a (Ref. 7) Kras;Trp53 (Ref. 8)
Neoplasia cistica mucinosa Kras;Dpc4 (Ref. 9)
Préostata Carcinoma de prostata Pten (Ref. 10) Pten;Nkx. 1 (Ref. 11), Rb1,Trp53 (Ref. 12)
Higado Carcinoma hepatocelul ar Apc (Ref. 13), Myc, Tip.53 (Ref, 14), Myc, TGFA (Ref, 15)
Ovario Carcinoma de endometrio Kras;Pten (Ref. 16), Apc,;Pten (Ref. 17)
Esofago Carcinoma de células escamosas Pten;Dpc4 (Ref. 18); Ccnd1,;Trp53 (Ref. 19)
Vejiga Carcinoma de células transicionales | Hras (Ref. 20)
Rifién Carcinoma renal Apc, Trp53 (Ref. 21)
Cerebro Astrocitoma Pten;Rb1 (Ref. 22)
Gliocblastoma Nf1;Trp53 (Ref. 23)
Estomago | Carcinoma gastrico Whnt,; Ptgs2;Ptges (Ref, 24)
Piel Melanoma HRAS, Ink4a (Ref. 25)
Carcinoma de células escamosas Xpd (Ref, 26)
Sangre Leucemia mieloide cronica BCR/ABL (Ref.27)

Tabla 1
Algunos ejemplos de modelos de RMG que recapitulan tumores humanos.
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embriones de raton. El desarrollo de metodologias
celulares y moleculares que permiten la modifica-
cion in vivo de la expresion o funcion de un frag-
mento de DNA en particular, nos ha hecho posee-
dores de una de | as herramientas mas poderosas
para examinar larelevancia fisio-patol 6gica de
cualquier proteina. Losmodel osde RM G son parti-
cularmente (tiles para estudiar, tanto € desarrollo
normal como |os problemas biol 6gicos complejos
como € cancer, lagran lacra de las sociedades de-
sarrolladas. En la actualidad, estos modelos de
RMG son los mas sofisticados para el estudio del
cancer humano y los que mejor rememoran o mi-
metizan nuestra enfermedad (Tabla 1).

De manerasimple, y haciendo referencia a una
cuestion meramente semantica, podemos clasificar
alos RMG en ratones transgénicos o endégenos.
Ratones transgénicos son |os que expresan, anive-
les no enddgenos o fisiol 6gicos, un determinado
transgén. Generalmente, en los model os de cancer
humano, sobre-expresamos un oncogén o un domi-
nante negativo de un gen supresor de tumores. La
expresion de este transgén estadirigida por un pro-
motor ectdpico, que puede ser especifico o no deun
determinado tipo tisular; o también puede estar re-
gulada su actividad por la adicion de determinados
compuestos quimicos tales, como doxiciclinao in-
terferén, haciendo reversible el “encendido” o

“apagado” delaexpresion del transgén. Por otro la-
do, también esposible que el promotor regulelaex-
presién de una oncoproteina de fusion, cuyaactivi-
dad la podemos regular con la adicién de
tamoxifeno. En este caso, cuando la proteinaestra-
ducida, permanece en conformacién inactiva debi-
do aque el dominio de unién del receptor de estr6-
genos (RE) impide su correcta actividad. La
adicion de tamoxifeno, que seunirda RE y produ-
ciraun cambio conformacional, permitiralacorrec-
tatraslocacion al nucleo y actividad de la proteina
En este caso se ha conseguido este sistema con €l
oncogén MY C (Fig. 1).

En general, los ratones transgéni cos se crean por
microinyeccion del DNA desnudo en embrionesen
fase deunacélula. Laprincipa desventgjade estos
model os transgéni cos es que resultaimposible una
expresion del transgén aniveles enddgenos, yaque
aungue utilizamos promotores enddgenos en la
construccién de DNA inyectada, ésta no contiene
todos los posibles elementos reguladores de la ex-
presién, que podrian residir en regiones no codifi-
cantes, como sucede, por gjemplo, con laregula-
cién que gjercen los microRNAS. Por otro lado,
resultaimposible controlar € nimero de copiasque
se integraran en el genoma del ratén, ya que el
DNA inyectado se integra en forma de concatéme-
ros. Ademas, hemos de resaltar que laintegracion

Sin doxiciclina: promotor transcribiendo el oncogéen

Mot .

\

Promotor .
especifico
p i

+ Doxiciclina

{.,;ég - 0. - m\ ,.—"‘K;. '|_-_-§'z‘|

Con doxiciclina: promotor silenciado

Promotor
o ” ' especifico """
et TATA - l‘_:
b

-

= ‘ Tépico
l /.

Configuracién

Configuracién
activa

inactiva

Figura 1. Ejemplos de algunos model os condicionales de ratones transgénicos. A: Representacion esquematica de un modelo transgénico de ratén
regulable por la adicion de doxiclina al agua de bebida. B: Representacion esquemética de un modelo transgénico de ratén regulable por la
accion tépica del tamoxifeno.
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en el genomase producirda azar, y quelos elemen-
tos del genoma que rodearan a transgen podran in-
fluir en su expresion, resultando en unavariegacion
e incompleta penetrancia que podria confundirnos
en lainterpretacion de nuestros resultados. Esto nos
obliga a generar varias lineas con la misma cons-
truccion de DNA, para corroborar que el fenotipo
observado es provocado por el elemento insertado
en el genomadel raton, y no por estos posibles efec-
tos colaterales.

En el estudio de cancer, estos modelos han sido
tremendamente Gtiles y muy informativos, espe-
cialmente los que recapitulan aquellos tumores hu-
manos en |os que se sobre-expresa un determinado
oncogén, como consecuencia de unatraslocacién
cromosdmica. Con estos model os hemos consegui-
do demostrar |os conceptos de adicidn oncogénica,
y cOmo determinados oncogenes juegan un papel
claveen el mantenimiento del tumor. Estosmodel os
han aportado unagran informacién acercadelabio-
logia del tumor, y nos han servido de base parala
generacion de nuevos RM G alin mas sofisticados.

La segunda clase de RMG alos que haciamos
alusién previamente son los denominados endoge-
nos, y son generados por lamanipulacién previade
células embrionarias de ratén mediante recombina-
cion homologa (RH), las cuales se introduciran en

un blastocisto normal. A diferenciadelostransgéni-
Cos, éstos estan modificados de manera sitio-espe-
cifica; por tanto, la regulacion de la expresién del
oncogén o la mutacion introducida en el genoma,
serd siempre a niveles fisiol6gicos. Mediante las
mutacionesintroducidas sitio-especificamenteen el
genoma, hemos podido inactivar genes supresores
de tumores (conocidos con € término inglés como
genes “knock-out”).

Conlosprimerosratonesasi generadoshemospo-
dido estudiar los procesos de pérdida de heterozigo-
sidad (LOH), o haploinsuficiencia, que guian lagé-
nesis de muchos tumores humanos. Sin embargo,
estos modelos no han sido del todo Gptimos paraes-
tudiar & cancer humano, ya que éste no es mayorita-
riamente hereditario (cancer familiar). Esdecir, estas
mutaciones surgen de manera esponténea durante la
edad adultay en un determinado tejido, mientras que
enel hereditario (igua que sucede en estos model 0s),
lamutacion viene determinadaanivel germinal. Es-
to nos lleva a que la pérdida de funcion del gen su-
presor de tumores, o lamutacién activante del onco-
gén, suceda en todos los tejidos del individuo,
generando unaseriedealteraciones, efectosdecom-
pensacion, e incluso letalidad embrionaria, que des-
virtGan y podrian invalidar é modelo de estudio.

Para nuestra alegria, hemos conseguido desarro-
Ilar estrategias que corrigen esta desventajay que

Secuencias repetidas invertidas

/ Regién espaciadora \

5f -ATAACTTCGTATA-IGCA ACAT+~TATACGAAGTTAT-3'
_— -—
3’ -TATTGARGCATAT+COTATGTA~ATATGCT TCAATA-5"

Ratdn endogeno x
A

Raton transgenico

|
Nm:‘:‘ donf‘m créc okt Taomdak
SET Q g
| Gen knock-out -
B i | ===
A de un n

genenun tejido

Figura 2: Estrategia CRE-LoxP y ejemplos de model os condicionales complejos. A: Secuencia LoxP. B: Acciones de la CRE recombinasa. C:
Estrategia para la eliminacion condicional de un gen. D: Estrategia para la eliminacion condicional de un gen.
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nos permiten la modificacion sitio-especificaen €
compartimento celular de eleccion; sonlosmodel os
condicionales. Estos modelos se basan en el uso y
control espacio-temporal de las recombinasas sitio-
especificas, delas cuales la méas ampliamente utili-
zada es la CRE recombinasa del bacteriéfago P1.
Esta recombinasa reconoce unas secuencias especi-
ficasllamadas L oxP, detal maneraqueescindeoin-
vierte el DNA hallado entre dos de estas secuencias
LoxP (Fig. 2). Mediante este sistema CRE-L oxP
podemos insertar las secuencias LoxP en dosintro-
nes diferentes, para escindir varios exones e impe-
dir la correctatranscripcion del gen en el comparti-
mento celular que queramosy cuando queramos.
Paraesto necesitamos cruzar €l ratén “loxeado” con
un ratén que exprese la CRE recombinasa, bajo un
promotor condicional y/o especifico detgjido. Otra
posibilidad esinfectar el tejido dianadel ratén “lo-
xeado” con un virus que exprese la CRE recombi-
nasa; en este caso |o habitual es utilizar un adenovi-
rus. Por otro lado, estas mismas estrategias pueden
ser utilizadas para la activacion de oncogenes. En
este sentido, mediante RH introducimos secuencias
LoxP en células ES, flanqueando una secuencia
STOP, queimpide laexpresidn del oncogén. A con-
tinuacion, la presencia de CRE escindirala secuen-
ciaSTOPYy setranscribirael oncogén dondey cuan-
do queramos (Fig. 2).

Como podemos observar, 1os modelos son cada
vez mas complejos con € objeto desimular lasitua
cién humana, y abuen seguro seguiremos trabajan-
do para conseguirlo en estos préximos afios.

REFLEXIONES SOBRE EL USO DE
MODELOS DE RATON EN INVESTI-
GACION EN CANCER

Nuestro conocimiento sobre el cancer haido in-
timamente ligado a ratén, progresando a través de
diferentes fases y aumentando su complgjidad, des-
de el trasplante de tumores humanos al ratén inmu-
no-deficiente (conocidos como ensayos “xeno-
graft”), lainduccion de tumores con carcindgenos
quimicos o virus, hastala creacion de cadavez mas
complejos model os de ratén modificados genética
mente. Cada una de estas aproximaciones tiene sus
ventgjas y desventgjas, y esimportante elegir bien
el sistemaquevamosadutilizar pararesolver lasdis-
tintas cuestiones.

AUn existen barreras dificiles de solventar, ya
que €l cancer humano surge -0 creemos que surge-
en el contexto de unaunicacélula, queeslaqueori-
gina el tumor. En este sentido, nuestros model os
distan aln de esta situacion, ya que Somos capaces
de expresar la mutacion/es en un conjunto de célu-
las determinado y regulando lamismaespacio-tem-
poralmente, pero no en una Unica célula, 1o que nos
algjaun poco delasituacion fisiologica.

Pese a estas sal vedades es aceptado por todos
gue los nuevos modelos de RMG son la mejor he-
rramienta para explorar facetas del cancer humano
que serian imposibles de redizar clinicamente; sin
embargo, no debemos olvidar que pese a nuestras
semejanzas, seguimos siendo organismos diferen-
tes. Aln asi ésta parece lamas validade las aproxi-
maciones, y seguro que este pequefio roedor segui-
r& siendo protagonista en las préximas décadas,
dando grandes alegrias ala comunidad cientifica.
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APLICACION DE MODELOS MURINOS PARA EL
ESTUDIO DE TERAPIAS ANTI-ANGIOGENICAS

L os model os murinos de cancer son de gran uti-
lidad para el estudio de mecanismos molecularesy
de respuesta a | 0s nuevos tratamientos dirigidos
contra moléculas (‘ targeted therapies'). Concreta-
mente, su capacidad predictiva de respuesta a los
diferentestratamientosenlaclinicahasido amplia
mente demostrada en varias publicaciones cientifi-
cas (Abramset a., 2003; Shaked et al., 2005).

En el “Laboratorio de RecercaTranslacional” de
“I'Ingtitut Catala d’ Oncologia’, se ha desarrollado
un modelo de tumores pancreéticos humanos im-
plantados ortotdpicamente en el pancreas de rato-
nes atimicos, que constade 10 lineas tumoralesin-
dependientes que representan una amplio espectro
delosdiversostipos histol 6gicos mésfrecuentesen
laclinica (G. Capellay M. Morell, resultados no
publicados).

Otro model o empleado en este laboratorio, son
ratones transgénicos que desarrollan tumores de
losislotes pancredticos (model o RIP1-Tag2), y que
se utilizan como model o protatipico parael estudio
de larespuesta a diferentes tratamientos experi-
mentales.

El pancreas es un érgano en el que coexisten €
tejido exocrino, compuesto por células que forman
acinos y ductos (segregan bicarbonato, carboxy-
peptidasas, amilasa, tripising, ribonucleasasy lipa
sas) que intervienen en la digestién del bolo ali-
menticio, y €l tejido endocrino que se organiza en
islotes o deformadifusa, compuesto por 5 tiposce-
lulares: células secretoras de glucagon, insulina,
somatostatina, polipéptido pancredtico y de ghreli-
na.

Lostumores de los islotes pancredti cos pertene-
cen al grupo de los tumores neuroendocrinos gas-
troenteropancreéticos (TNGEP), tumores poco fre-

Maria del Mar Martinez Lozano
Oriol Casanovas Casanovas

Laboratorio de Investigacién Traslacional
Ingtitut Catala d’ Oncologia — IDIBELL

cuentes, con unaincidenciainferior al 2.2/100.000
habitantes/afio. Global mente, son mas frecuentes
en mujeres y en poblacion de color. Los TNGEP
constituyen menos del 2% de todos los tumores
gastrointestinales malignos.

MODELO MURINO DE TUMORES
DE LOS ISLOTES PANCREATICOS
(RIP1-TAG2)

En 1985, Douglas Hanahan combing el gen de
ratadelainsulinaconlaregion tempranadel SV 40,
produciendo el transgén RIP1-Tag2, que introdujo
en ratonesdelacepa C57/BI6, genéticamenteidén-
ticos. La€eleccion delaregion tempranahaciaposi-
bleinducir proliferaciony formacidn detumores, y
usar anticuerpos contrael antigeno T para detectar
Su expresion.

L os oncogenes virales transportados por SV40
perturban lafuncién de los genes supresores de tu-
mores p53 y Rb, induciendo asi alas células aen-
trar en un mecanismo de transformacién. Aunque
laexpresion del oncogén empieza durante €l desa-
rrollo embrionario, los islotes de Langerhans ini-
cialmente tienen una apariencia anatémica e histo-
[6gicanormal. A las 5 semanas de edad, empiezan
a aparecer islotes hiperpléasicos y displasicos, lle-
gando atener este fenotipo el 50% de losislotes a
laedad de 10 semanas. L os islotes angiogénicos se
reconocen fécilmente por los vasos sanguineos di-
latados y las micro-hemorragias que presentan;
empiezan a surgir alrededor de las 6 semanas de
edad, y representan el 10% de losislotes alas 10.
Laformacion detumoresseiniciaalas 12 semanas
de edad y representa el 2-4% detodoslosislotes a
las 14 semanas. Los ratones RIP1-Tag2 (Fig. 1)
mueren aproximadamente alas 15-16 semanas de-
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bido alahiperinsulinemia provocada por lostumo-
res (Fig. 2).

Estos tumores tienen una extraordinaria vascu-
larizacién con unaalta expresion de varias mol écu-
|as pro-angiogeénicas (Casanovas et al., 2005).

TERAPIAS EXPERIMENTALES EN
EL MODELO MURINO TRANSGE-
NICO

L as terapias experimental es en ratones transgé-
nicos RIP1-Tag2 immunocompetentes van enca-
minadas alarealizacion de los siguientes estudios:

- Estudios de los mecanismos molecularesy ce-
lulares de latumorigénesis.

- Evaluacién de nuevas estrategias terapéuticas
anti-tumorales, principal mente basadas en far-
macos contra la vascul atura (anti-angiogeéni-
C0s).

TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA

Laimplicacion delaformaci 6n de nuevos vasos
(angiogénesis) en la progresion tumoral, y la utili-
zaci6n de éstacomo dianaterapéutica, han sido ex-
tensamente descritas en laliteraturay ha culmina-
do con larealizacion de exitosos ensayos clinicos
con terapias anti-angiogénicas en ciertos tipos de
cancer (revisado en Folkman, 1992; Kerbel, 2000).

Laprincipa diana de |as terapias anti-angiogé-
nicas es el factor de crecimiento del endotelio vas-
cular  (VEGF) y su principal receptor
(VEGFR2/FIK/KDR), como tipica via de sefidiza-
cion en laangiogénesis tumoral. El factor VEGF
fue descrito en 1983 por Senger y cols., por su pa-

Figura 1. Raton transgénico RIP1-Tag2, hembra de 14 semanas de
edad. Los animales transgénicos no presentan ningun signo fisico apa-
rente de los tumores que estan creciendo en su interior.

pel enlapermeabilidad vascular. Posteriormente se
describi6 su funcion de mediador de la prolifera-
cion delascélulasendotelialesy laneo-angiogéne-
sis. El blogueo de estas viade sefializacion (VEGF-
VEGFR?2), inhibe la angiogénesis e impide la
correctavascularizacion del tumor lo que, asu vez,
disminuye el aporte de sangrey nutrientes e inhibe
€l crecimiento tumoral (Folkman, 1992).

METODOLOGIA

El estudio de la efectividad anti-tumoral de los
farmacos anti-angiogénicos es especia mente inte-
resante en los model ostumorales RIP1-Tag2, pues-
to que estos presentan la formacion esponténea de
tumores enddégenos a partir de un tgjido normal, lo
cual es mucho mas parecido al desarrollo de tumo-
res en humanos.

Los animales se identificaran individual mente
mediante marcaje en las orgjas segin este sistema:

Segons “Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual”, 1986, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY.
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Figura 2. Diferencias anatémicas del pancreas en un raton RIP1-Tag2

(B) y en un ratén no transgénico (A). Las flechas indican los islotes de

Langerhans en el animal no transgénico, y tumores solidos altamente
vascularizados e islotes angiogénicos en el ratén RIP-Tag2.

Laadministracién de los diferentes farmacos se
realiza por viaora (“gavage”), subcutanea, intra-
muscular, intraperitoneal o intravenosa, utilizando
los métodos esténdar y siempre siguiendo las nor-
mativas y limites aceptados por el CEEA-IDI-
BELL (seglin normativavigente).

Durante los tratamientos experimental es, lamo-
nitorizacion de los animales es unade las priorida-
des, concretamente para detectar precozmente la
aparicion de signos de alteracion del bienestar de
los animales, y efectos deseados y adversos de las
drogas en estudio. Paralos experimentos, se obtie-
nen variostejidosy fluidos delosratones. Losflui-
dos se obtienen después de |a anestesia de | os ani-
males con isofluorano, y los tejidos (p.e. pancress,
higado, ganglios linféticos, pulmones, corazon,

etc.) se obtienen post-mortem, traslaeutanasiacon
CO2 o sobredosis de anestésico (pentobarbital s6-
dico 60mg/Kg).

Laeficaciade las diferentes drogas se valoraen
funcion de ladisminucién del volumen tumoral. El
volumen tumoral (en mm3) se mediraen el pancre-
as fresco, unavez separado el tejido acinar, utili-
zando laformula siguiente: [volumen =0.52 x (an-
cho) 2 x (largo)]

Debido alavariabilidad inter-animal de la pro-
gresion tumoral, y para poder obtener resultados
estadisticamente significativos, el nimero de ani-
mal es en estudio serade 15 por tipo de tratamiento,
siempre incluyendo un grupo control no tratado o
tratado con solucién vehiculo (sin farmaco).

Para evitar padecimientos innecesarios de los
animales se llevaran atérmino dos medidas:

1) Tratamiento paliativo delahiperinsulinemia(e
hipoglucemia) para el bienestar y superviven-
ciadelosanimalesRIP1-Tag2, queconstaraen
laadministracion de sacarosa en el aguade be-
bida (5% sacarosa).

2) Monitorizacién de los animal es para detectar
precozmente la aparicion de signos de altera-
cion del bienestar delosanimalesy efectos de-
seadosy adversos delas drogas en estudio. Por
ejemplo: pérdida de peso, estado y color del
pelo, estado de aertay actividad del animal,
caquexia, encurvamiento de la espina dorsal,

Figura 3. Observacién macroscdpica anatomopatolégica del pancreas en un ratén RIP1-Tag2 control no tratado (izquierda), y en un ratén tratado
con terapia antiangiogénica (derecha). En el animal control se observan tumores solidos altamente vascularizados, mientras que en €l animal tra-
tado los tumores se han reducido dréasticamente y han perdido su alta vascularizacién.
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etc., siguiendo estrictamente el Protocolo de
Supervision en Oncol ogia Experimental Servi-
cio de Estabulario del IDIBELL. Losanimales
gue presenten criterios de punto final seran sa-
crificados siguiendo |os métodos establ ecidos
y aprobados por el CEEA-IDIBELL : eutanasia
con método quimico o fisico: con CO2, sobre-
dosis de anestésico (pentobarbital sodico 60
mg/Kg) o dislocacion cervical.

RESULTADOS

Varias drogas anti-angiogénicas se han evaluado
en el modelo de insulinoma del raton transgénico
RIP1-Tag2.

En concreto, se han testado varias pequefias mo-
|éculas quimicas que inhiben el VEGFR2/KDR
(SU5416, SU10944 y SU11248), y un anticuerpo
monaclonal que bloquealaactivacion de VEGFR2
(DC101), con marcado efecto anti-angiogénico en
la densidad de microvasos, la proliferacion de las
células endoteliales y con marcada actividad anti-
tumoral con incremento de la apoptosis celular
(Fig. 3; Casanovaset a., 2005).

Aunque la terapia anti-angiogénica es clinica-
mente efectivaen ciertostipos de cancer, uno delos
efectos importantes es la aparicion de resistencias,
basadas principalmente en cambios en el microen-
torno tumoral que acaban iniciando unaadaptacion
del tumor alaterapiaanti-angiogénica. Se han des-
crito varios mecanismos de resistencia al trata-
miento que implican desde una adaptacion alahi-
poxia intra-tumoral, hasta la revascularizacién de
|os tumores por vias pro-angiogénicas alternativas
no inhibidas por las terapias (Carmeliet, 2005; Ca-
sanovas et a., 2005; Glade-Bender et al., 2004).

En concreto, los resultados obtenidos en nuestro
laboratorio con este modelo murino indican que
existen dos fases de respuesta a los tratamientos
contra el receptor 2 de VEGF (VEGFR2, KDR):
una primera fase de inhibicién de la progresion tu-
moral (éxtasis tumoral), y unaclarafase deresis-
tencia o evasion a tratamiento con re-crecimiento
vascular y tumoral (Casanovas et al., 2005). Asi,
nuestros resultados implican un mecanismo de re-
sistencia del tumor por sobreexpresién de varios
factores pro-angiogénicos, que acaban promovien-
do una revascularizacién secundaria que permite
un recrecimiento del tumor (Casanovas et al.,
2005). Estos resultados son de especial interés por

sus consecuencias sobrelaprogresion tumoral y las
implicaciones que se derivan en los actuales ensa-
yos clinicos con anti-angiogénicos.

UTILIDAD DEL MODELO MURINO:
APLICACION CLINICA

Como hemos descrito, los model os murinos de
cancer son de gran utilidad para €l estudio de me-
canismos moleculares y de respuesta a | os trata-
mientos antitumoral es, por su capacidad predictiva
de respuesta alos diferentes tratamientos en la cli-
nicay, en concreto, de las terapias antiangiogéni-
cas.

Laevidenciaclinicadelaimportanciadelaapli-
cacion de estas terapias proviene de ensayos clini-
cos con mol éculas anti-angiogénicas, como por
egjemplo el uso del anticuerpo blogueante de VEGF
(bevacizumab, Avastin®) en combinacién con qui-
mioterapia en cancer colorrectal metastatico (Hur-
witz, 2004; Hurwitz et al., 2005), en cancer de ma-
ma metastasico (Millar, 2004; Rugo, 2004) y otros
tipos de cancer (revisado en de Gramont et al.,
2005). Més recientemente, inhibidores quimicos
del receptor 2 de VEGF (VEGFR2) como €l suniti-
nib o el sorafenib han demostrado eficacia clinica
en monoterapia de cancer de rifion metastético y
han sido aprobados en primeralinea paraesta pato-
logia.
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TECNICAS
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I ESTA SECCION, TIENE COMO OBJETIVO DESCRIBIR DE FORMA SINTETICA Y PRAC- I
TICA, TODO TIPO DE TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES.

ToDOS LOS SOCI0S, ESPECIALMENTE TECNICOS, ESTAN INVITADOS A PARTICIPAR
EN ELLA

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

TECNICAS QUIRURGICAS EN UN MODELO DE
CANCER DE COLON EN LA RATA

Julia M. Samos Juarez

Centro de Experimentacion Animal, Universidad de Castilla-La Mancha

Se han desarrollado multitud de model os anima:
lesparael estudio delaenfermedad cancerosa, me-
diante los que se intenta entender |as distintas eta-
pas del desarrollo tumoral, asi como explorar
diferentes vias terapéuticas.

Lautilizacion de model osanimales en condicio-
nes de alojamiento controladas, permite estandari-
zar |os resultados obtenidos, ya que se minimizan
tanto factores endogenos (edad, alteracion genética
del tumor, etc.), como exdgenos (nutricion, condi-
ciones ambientales, etc.).

El modelo que presentamos es de cancer de co-
lon, ortotépico, en e que se emplean animales in-
munocompetentes (ratas delacepaBD-1X), y célu-
las de adenocarcinoma de colon de la linea

DHD-K12/TRb, cuyo origen estuvo en animales
delamismaespeciey estirpe. Lainoculacién dees-
tascélulas serealizaenlapared cecal, lo quedalu-
gar alaformacion de tumor en el lugar de implan-
tacion, y el posterior desarrollo de metastasis
pulmonares.

Lasventajas de utilizar este modelo animal son
las siguientes:

« El periodo transcurrido entre lainoculacion
de célulastumoralesy € desarrollo de un tu-
mor, microscopicamente visible, es bgjo.

 Se generaun Unico foco tumoral, frente alos
multiples que aparecen en los model os desa-
rrollados por la administracion de carcindge-
nos.
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* Al utilizar animales inmunocompetentes, la
evolucién delaenfermedady el desarrollo de
metéstasis se asemeja mas ala evolucion de
un cancer humano.

TECNICA DE INOCULACION DE
LAS CELULAS TUMORALES

Latécnicadel indculo tumoral es un procedi-
miento sencilloy relativamente corto, descrito pre-
viamente en la bibliografia (Garcia-Olmo et al.,
1998).

El animal se anestesia con ketamina (75mg/kg)
y Xilacina (10mg/kg) por viaintraperitoneal (ip).
Seguidamente, se coloca en una placa calefactora,
paraprevenir la hipotermia, y cuando pierde el re-
flgjo de estacion, se le rasura toda la zona abdomi-
nal y se impregna de povidonayodada.

A continuacion, se exterioriza el ciego através
de una laparotomia. Seguidamente, se introduce
una aguja de 25G, conectada alajeringuilla que
contiene €l indculo, en paralelo a propio ciegoy a
unos 0,5 cmdelavévulaileocecal. Unavez quela
aguja ha penetrado 3-4 mm, se inyecta el inéculo
lentamente, pudiéndose apreciar alavez unaeleva
cioén producida por la separacion de las capas dela
pared cecal. Esto es un buen indicador de que el
indculo se harealizado con éxito (Fig. 1).

EXERESIS TUMORAL

En nuestros estudios, tres semanas despuésdela
inocul acion procedemos alaextirpacion quirdrgica
del tumor (Fig. 2), paralo que empleamos dostipos
decirugia

A. Reseccion local: extirpacion del tumor y el

tejido circundante.

B. Cecectomia: extirpacion del ciego.

El objetivo derealizar dostiposde procedimien-
tos quirdrgicos es determinar la posible implica-
cion delaagresividad delatécnicaquirdrgicaenla
evolucion tumora y e desarrollo de metéstasis.

En los dos tipos de intervenciones, la prepara-
cion del animal y la anestesia se realizan de igual
forma que paralainyeccién del inoculo, pero ad-
mini stramos ademés anti bioterapia preventiva, que
consiste en 1 ml de Imipenem (Tienam® , 5mg/ml)

Figura 1.
Inyeccion del inéeulo de células tumorales en el ciego de la rata.

Figura 2.
Imagen del tumor a las 3 semanas de la inoculacion

de células tumorales.

Figura 3.
Reseccion local del tumor.
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Figura 4.
Imagen de la zona de sutura tras la reseccion local del tumor.

Figura 5.
Imagen de la vascularizacion y anatomia de la zona.

Figura 6.
Imagen de la anastomosis ceco-iliaca tras la cecectomia.

y 2 ml de Metronidazol (Metronidazol Normon
EFG, 5mg/ml), por viaip. Estetratamiento se apli-
cayaque, en ambas intervenciones, existe la posi-
bilidad de salida de contenido intestinal ala cavi-
dad abdominal.

Ya en lamesa de operaciones, también calefac-
tada, se realiza una laparotomia media de unos 2
cmdelongitud, se expone € ciego, y secomprueba
laexistenciadetumor (Fig. 2). En este momento es
donde serealizauno u otro tipo de cirugia

A. Reseccion local del tumor: se practica una
incisién rodeando alamasatumoral, dejando
1 mm de margen aproximadamente (Fig. 3).
Tras laescision de la pieza, se sutura el de-
fecto con puntos sueltos empleando Vycril®
de 6/0 (Fig. 4). Seguidamente se lavalazona
con solucion salina estéril para eliminar los
restos de contenido intestinal que quedan ad-
heridos ala pared intestinal, introduciéndose
acontinuacion el ciego enlacavidad abdomi-
nal.

B. Cecectomia: junto con €l ciego, se expone
parte del ileony colon, y lazona de mesente-
rio correspondiente (Fig. 5). Es importante
observar lavascularizacion delazona eiden-
tificar y ligar las distintas ramificaciones de
laarteriay vena mesentérica craneal que son
necesarias para conseguir una buena hemos-
tasia (el nimero de ligaduras varia, yaquela
anatomia de la esta vascul arizacion es dife-
rente entreanimales).

Seguidamente, en las zonas el egidas parala sec-
cion deileon y colon, se colocan dos pinzas he-
mostaticas y se secciona € intestino entre ambas.
L as zonas de seccidn estan situadas a unos 0,5 cm
delasalidade ciego en colon, y aunos 1,5 cm de
lavélvulaileocecal en ileon. Estas distancias son
aproximadas, ya que dependen de laanatomia pro-
piade cadaanimal.

Completada la reseccion del ciego, € siguiente
paso es unir ambos extremos de intestino, median-
te una anastomosis termino-terminal con puntos
sueltos e inversion de los bordes intestinales. Para
ello, y despuésdelimpiar loscabosdeintestino con
solucion salinaestéril, se colocan dos puntos dere-
ferencia, con Vycril de 5/0 en los angul os superior
einferior.
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A continuacion, se completa lalinea de sutura
anterior con tres puntos sueltos y, terminada ésta,
se completa la sutura de la cara posterior de igual
modo (Fig. 6). Siempre se procura que no quede
mucosa interpuesta en los bordes de la sutura, ya
guedificultariaunabuenacicatrizacion. Por dltimo
secompruebael cierre herméticoy laexistenciade
un paso adecuado de material intestinal atravésde
laanastomosis.

Finalmente se lava de manera abundantemente
todala zona con solucion salina estéril, paraelimi-
nar restos de contenido intestinal, reintroduciendo
| as asas intestinal es inmediatamente.

FINALIZACION DEL PROCEDI-
MIENTO QUIRURGICO

El cierre de la cavidad abdominal serealizaen
dos capas: |a pared abdominal mediante sutura
continua con Vycril® de 3/0, y lapiel con puntos
sueltos de seda de 3/0. A continuacion, se introdu-
cea animal en unacamaracalefactadaparasu pos-
terior recuperacion.
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Presion POSITIVA

I ESTA SECCION TIENE COMO OBJETIVO SER UNA FUENTE DE ACTUALIZACION I
PROFESIONAL PARA LOS RESPONSABLES DE ANIMALARIOS.

I TODOS LOS SOCIOS ESTAN INVITADOS A PARTICIPAR ENVIANDONOS SUS ARTICULOS I

I CONTACTO:; HERNAN SERNA; hserna@binaex.com I

ACREDITACION AAALAC INTERNATIONAL,
SIMBOLO DE CALIDAD

INTRODUCCION

El aumento delasensibilidad quelasociedad de-
muestrahacialaexperimentacion animal, y lanece-
sidad de asumir un compromiso de responsabilidad
hacia el bienestar de los animales, hace que nos
planteemos cdmo podemos y debemos mejorar los
métodos que empleamos en nuestros programas de
trabajo, paraque no resulten obsoletosy, alavez, no
hieran |a sensibilidad creciente de la sociedad.

Debemos tener una visién 1o més amplia posi-
ble, paraser capaces de que nuestros estandares de
trabajo sean revisadosy mejorados continuamente,
en lamedida que sea posible.

No sélo en procedimientos de experimentacion,
sino también en el &mbito académicoy en el de
produccion, cuanto mejor seael uso queselesdéa
losanimales, mejor serael producto final obtenido.

Luis Parra Garcia

Centro de Investigacion y Desarrollo Farmacéutico

Grupo Ferrer, Barcelona

SISTEMAS DE CALIDAD

Disponemos de diferentes sistemas de calidad
que pueden ser aplicados en cualquier actividad
gue implique el uso de animales de experimenta-
cion, destacando entre ellos las Normativas | SO
(Organizacion Internacional parala Normaliza-
cioén), lasBuenas Practicasde Laboratorio (BPL), y
la acreditacion por parte de laAsociacion Interna-
cional paralaEvaluacién y Acreditacion del Cui-
dado deAnimalesdeLaboratorio (AAALAC Inter-
national).

Si bien la acreditacion AAALAC, podria no
considerarse un sistema de calidad propiamente
dicho, en la practicay teniendo en cuenta lo que
en nuestro caso significa el término “calidad”, es
posible que seala mejor acreditacién que pueden
obtener aquellos centros que trabajen con anima-
les.
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CALIDAD

En principio, cadauno de nosotrostiene unama-
nera de entender €l término “calidad”, ya que no
hay una definicion undnimemente aceptada. No
obstante, no debemos confundir “calidad” con lu-
jOs 0 niveles superiores a nuestras necesidades, si-
no que debemos buscar el mayor grado de satisfac-
Cién que nos permitacubrirlas.

En ocasiones, estas necesidades nos serédn im-
puestas, ya que debemos cumplir exigencias lega-
les; por ello, determinados estudios regulatorios
deben realizarse bajo BPL (de obligado cumpli-
miento), mientras que en el ambito productivo/co-
mercial podrian cumplirselas SO, que estan enfo-
cadas a satisfacer al comprador de un producto o
servicio. En cualquier caso, no debemosolvidarnos
del criterio ético que debemos aplicar en el uso de
animales.

Por todo ello, es muy recomendable que hoy en
dia se disponga de algun sistema de calidad, que
nos permita seguir mejorando y beneficie a todos
losimplicados: productores, investigadores, y alos
propios animales.

Cabe matizar que, paraque cua quier sistemade
calidad funcione, tiene que ser considerado como
unaherramienta de trabajo. No debe ser Uinicamen-
te el reconocimiento mediante un certificado o pla-
caacolgar de nuestras paredes, sino que debe ayu-
dar amejorar nuestro programageneral .

CALIDAD EN EL CENTRO DE IN-
VESTIGACION Y DESARROLLO
FARMACEUTICO DEL GRUPO
FERRER (CIDF)

Aunque todos los sistemas de calidad tienen sus
ventajas e inconvenientes, en e CIDF entendimos
gue, para mantener unos estandares mas alla de los
meramente requeridos por la L ey, debiamos optar a
laacreditacion AAALAC.

El CIDF yacontabacon unaUnidad de Garantia
de Calidad (UGC), constituida en el afio 1993. El
CIDF fue certificado por la Autoridad Reguladora
competente en el cumplimiento de las Buenas
Practicas de Laboratorio desde susinicios en Espa-
fia (1997), y harevalidado su certificacion periodi-
camente conforme alalegislacion vigente.

Paranosotros, el hecho detener yaun sistemade
calidad, no implicabano poder disponer deotro, si-
no todo lo contrario, yaque en muchasocasioneses
positiva la coexistencia de varios sistemas de cali-
dad. En este sentido, la UGC del CIDF facilitd y
ayudo en todo lo concerniente a documentacién,
desde procedimientos de trabajo, a documentacién
del personal, equipos e instalaciones.

PARTICIPACION EN LA ACREDI-
TACION AAALAC

La acreditacion AAALAC, es una acreditacion
gue se concede alalnstitucion. Es decir, no acredi-
ta animalarios, sino que acredita programas com-
pletos de cuidado y uso de animales de laboratorio,
por lo que concierne e implica atodos los departa-
mentos 0 secciones que utilicen alos animales co-
mo model o experimental.

La conviccion, compromiso y apoyo de la Di-
reccion de cada centro, es imprescindible parala
obtencion de la acreditacion. Debemos tener pre-
sente que la acreditacion es voluntariay, como tal,
demuestra el compromiso que lalnstitucion quiere
dar asu programade cuidado y uso delosanimales
gue en ella se gestionan y que, como ya se ha co-
mentado, vamas alla de lo que la normativaexige.

Todas las personas que trabajan directamente
con animal es deberdn cooperar y participar activa-
mente para lograr este fin (investigadores, experi-
mentadores, técnicos). Ello redunda positivamente
no sdlo en la Institucion, sino también en los pro-
pios profesionales que trabajan en ella.

Es fundamental |a participacion de otros comi-
tés, departamentos o servicios del centro, como los
de Etica, Mantenimiento o Prevencion de Riesgos.
De este modo, se pueden coordinar &reas del pro-
gramaque pueden no estar directamente bajo la su-
pervision de los responsables de los estabularios,
como el proceso de revision ética, el mantenimien-
to de equipos/instalaciones, y € programade segu-
ridad y salud laboral.

Lafiguradel veterinario no es sustituible por
ninguna otra, y es imprescindible su aportacion en
todo el proceso. Debetener formaci 6n complemen-
taria parad cuidado y tratamiento de los animales
de laboratorio, y disponer de programas definidos
paratodo lo concerniente alos animales de labora-
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torio utilizados en € Centro. En el siguiente enlace
encontraréis informacion al respecto: http://qui-
ro.uab.es/fisiologia-vet/anilab/master.html

El éxito de este proyecto, que s6lo es posible
gracias al compromiso personal y al trabajo en
equipo de todas las personas que trabajan directa-
mente con animales, contribuye a reforzar de for-
ma significativa la responsabilidad social corpora
tiva, y la proyeccion socia de los centros que
participan en la obtencién y mantenimiento de la
acreditacion.

AAALAC INTERNATIONAL

De origen estadounidense, hace més de cuaren-
ta afos que instituciones de todo el mundo partici-
pan voluntariamente en la obtencion de laacredita-
cion.

Es precisamente la importancia internacional
gue actual mente se le otorga a la obtencién de la
acreditacion AAALAC, lo que hace que se reco-
nozca como un simbolo de calidad.

En EE.UU. es el sistema mas importante para
los animalarios, yaque esta acreditaci én es necesa
riaincluso parapoder optar aalgunostipos de ayu-
da econdmica paralainvestigacion.

Como bien indican en su paginaweb, “eslalni-
ca acreditacién internacional para programas de
cuidado y uso de animales’; pero, desde mi punto
de vista, lo mas importante es que son los propios
profesional es -expertos de todo e mundo en €l cui-
dadoy uso delosanimales-, los que nosvan aeva-
luar y en su caso acreditar, con laayuda de los es-
pecialistas de los que se hacen acompafiar en las
visitasalos centros.

El 6rgano operativo es el Consejo de Acredita-
cién, compuesto por profesionales einvestigadores
expertos que dirigiran lavisitay cuyas conclusio-
nes determinaran si se es merecedor de la acredita-
cion. Durante lavisita, se ayudan de profesionales
ad hoc; se trata de consultores, normal mente espe-
cializadosen alguin area concreta, o perteneciente a
distintas areas geogréficas.

En el enlace www.aaal ac.org/spanishvindex.sp.cfm
encontraréis diversainformacién, como la que se
menciona a continuacion:

Quién puede solicitar la acreditacion AAA-
LAC: requisitos parapoder solicitarla.

Como se debe solicitar la acreditacion AAA-
LAC: formulario y diversa informacién nece-
sariapara completar la descripcién del progra-
ma de animales. Incluye una “Evaluacién de
estado del programa” (PSE), mediante cuya
cumplimentacion podemos localizar puntos
débiles en nuestros programas, y sugerencias
paramejorarlos o corregirlos.

- Guiapara€el cuidado y uso de animales de la-

boratorio: referencia principal utilizada para
evaluar el programa de animales (se puede so-
licitar unaguiagratuita).

- Politicay responsabilidades institucional es,

incluyendo €l control ético y €l programa de
seguridad y salud laboral.

- Entorno animal: estabulacion, higiene, cuida-

dos, etc.

- Cuidado médico veterinario.
- Instalaciones.
- Consgjo deacreditaciony consultores/especia-

listasad hoc: composicion del Consgjoy delos
diferentes 6rganos de consulta, método de eva-
luacién del programa, y formas de ayuda que
prestan los consultores/especialistas ad hoc en
dicha evaluacion.

- Preguntas frecuentes sobre AAALAC Interna-

tional: principales aclaraciones alas dudas que
pueda ofrecernosAAALAC International .

OFICINA PARA EUROPA DEAAALAC:
Javier Guillen, D.V.M

Senior Director and Director of European Activities
AAALAC International

E-mail: jouillen@aaalac.org

INSTITUCIONESACREDITADAS
A NIVEL NACIONAL

- GlaxoSmithKline R&D S.L. Tres Cantos, Ma-

drid.

- Institut d' Investigaci 6 Biomedica de Bellvitge

(IDIBELL). Barcelona.

- CIC bioGUNE. Derio, Vizcaya.
- Centro de Investigacion y Desarrollo Farma-

céutico del Grupo Ferrer (CIDF). Barcelona.
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ESPECIALISTAS ad hoc

- Juan Martin-Caballero, D.V.M., Ph.D. Direc-
tor of Laboratory Animal Units. Parc de Recer-
caBiomedicade Barcelona-PRBB.

- Antonio E. Martinez, D.V.M., Ph.D. Head, La-
boratory Animal Science Department. DDW
Center. GlaxoSmithKline R&D S.L.

- JoanaVisa, D.V.M., Ph.D. Director, Animal
Facility. Institut d’ Investigacié Biomeédica de
Bellvitge (IDIBELL).

A €ellos, se sumaraeste afio José MariaOrellana,
D.V.M., Ph.D. Veterinario Titular Centro de Expe-
rimentacion Animal. Universidad de Alcalade He-
nares.

IMPORTANCIA DEL DISENO EXPERIMENTAL EN
LA REDUCCION DEL USO DEL ANIMAL DE
LABORATORIO

Este afio se cumple el 50° aniversario laprimera
edicién del libro “ The Principles of Human Experi-
mental Techniques” (http://altweb.jhsph.edu/pu-
blications/humane_exp/het-toc.htm), donde
W.R.S. Russell y R.L. Burch definieron las siglas
3R (reemplazo, refinamiento y reduccion): refinar
| os procedimientos paraminimizar €l dolor y € su-
frimiento; reemplazar los modelos “in vivo” por
modelos“invitro”, enlamedidadelo posible; y fi-
nal mente reducir el nimero de animales empleados
en los experimentos al minimo para obtener resul-
tados cientificamente rel evantes.

La Directiva Europea es clara en lo referente a
las3R: “(...) Al elegir entre diversos experimentos
se seleccionaran aguellos que utilicen el menor nd-
mero de animales, que afecten a especies con el
grado mas bajo de sensibilidad neurofisiol dgica,
gue causen el menor dolor, sufrimiento, angustiao
dafio duradero y que puedan proporcionar los re-
sultados més satisfactorios”  (Directiva
86/609/EEC; articulo 7.3). Por este motivo, lajus-
tificacion del nimero de animales en los procedi-
mientos experimental es hay que considerarlacomo
una parte imprescindible del procedimiento, que

Marcel -li Carbo
Palau Pharma SA., Barcelona

debe ser revisada de forma critica por 1os comités
€ti cos de experimentacion animal.

El concepto de reduccién es relativamente sim-
ple, pero conseguir una reduccion eficaz no es tan
sencillo como a priori podria parecer. Algunos au-
tores, como Festing (1994), estiman que un tercio
de los experimentos publicados se han realizado
con un nimero excesivo de animales. En cualquier
caso, los investigadores, al redactar su procedi-
miento, deben justificar el nimero de animales a
partir de datos previamente obtenidos en su propio
laboratorio, 0 apartir deinformacion bibliogréfica,
con el objetivo de obtener resultados cientifica-
mente validos con el minimo de animales.

L os aspectos mas determinantes para la obten-
cién de unos resultados cientificamente validos de-
penden del disefio experimental. En laTabla 1 se
enumeran | os aspectos mas rel evantes que todo di-
sefio experimental debe incluir. El nimero de ani-
males que va a emplearse en los procedi mientos
experimental es (tamafio muestral), es uno de los
aspectos del disefio. Una planificacion completay
estructurada del estudio, incluyendo el calculo del
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tamafio muestral, nos permitird un uso racional y
eficaz del animal de experimentacion.

VARIABILIDAD DEL SISTEMA EX-
PERIMENTAL

El animal de laboratorio, como sistema experi-
mental, estasujeto adiferentesfuentesdevariacion
que influyen de forma determinante en los experi-
mentos. Conocer |as fuentes de variacion de nues-
tro sistema experimental es, de hecho, el aspecto
mas relevante para empezar a disefiar un experi-
mento. Por un lado, encontramos unas fuentes de
variacién que el experimentador puede controlar y
gue muchos autores los denominan “efectos fijos’
(especie, sexo, cepa, edad, lecho, dieta, tipo de cé&-
lula, medio de cultivo, condiciones de cultivo,
etc.); y otras, no controlables por el investigador,
gue denominaremos “ efectos aleatorios” (“random
effects’), como la variabilidad interindividual, el
error en lamedida no sistemético y la variabilidad
debida al tiempo y ala ubicacién (Festing et al.,
2002).

Esta variacion no controladareduce € poder es-
tadistico para detectar |os efectos estudiados en un
experimento. Laformade reducirla es escoger con
cuidado el material experimental y realizar un buen
disefio. Disefiar mejores experimentos, conside-
rando repetir el experimento en diferentes condi-
ciones, realizar experimentos sencillos, y obtener
medidasfiablesy objetivas son aspectos que no de-
bemos olvidar.

PRINCIPIOS BASICOS EN EL DI-
SENO EXPERIMENTAL

A continuacién se describen de forma resumida
| os aspectos més rel evantes que hay que considerar
en un disefio experimental :

Unidad experimental

Launidad experimental es aquellaalaquevaa
asignarse un tratamiento de forma aleatoria. Las
unidades experimental es pueden ser jaulas, anima-
les, 6rganos, etc. La unidad experimental hade te-
ner lamismaprobabilidad de ser asignadaalosdis-
tintos tratamientos. Con frecuencia, la unidad
experimental es el animal de experimentacion, pe-
ro no siempre es asi. Por giemplo, si el efecto del
“tratamiento A” administrado a los animales de la

“jaula1l” quiere compararse con €l observado en
los animales control de la“jaula2”, entonces la
unidades experimentales son lasjaulasy no losani-
males.

No identificar correctamentelas unidades de ex-
perimentales es uno de los errores més frecuentes
en un disefio y provoca que el andlisis estadistico
gquevaaaplicarse carezcade sentido (Festing et al.,
2002).

Replicados
L os replicados tienen como objetivo reducir el
efecto delavariacion no controlada (incrementar la
precision) y cuantificar laincertidumbre. Una esti-
macion tiene poco valor si no va acompariada de
una medida de laincertidumbre asociada.

Aleatorizacion

L os tratamientos han de estar asignados a las
unidades experimentales de forma aleatoria, para
gue cada unidad experimental tengala misma pro-
babilidad de recibir cualquiera de los tratamientos.
Es conveniente explicar cOmo hemos a eatorizado
(tipo de software empleado, tablas de niUmeros ale-
atorios, permutas, etc.). Con el muestreo aleatorio
evitamos el sesgo por asignacién, permitiéndonos
aplicar lateoria de la probabilidad y lainferencia
estadistica.

Tipos de disefio experimental

El tipo de disefio experimental determinala
asignacion de las unidades experimentales a los
tratamientos. Aunque |los experimentos difieren
unos de otros en muchos aspectos, existen disefios
estandar que se utilizan frecuencia. Algunos de los
mas utilizados, y que se comentan a continuacion,
son el disefio completamente aleatorizado, disefio
por bloques (con un factor bloque), disefios con dos
0 més factores bloque, y disefios factoriales.

1. Disefio completamente aleatorizado: es el di-
sefio mas simple, el andlisis estadistico es muy in-
tuituivo (“t” de Student), y se ve poco afectado por
tamarfios muestral es desiguales. El experimentador
asignalostratamientosalas unidades experimenta-
lesal azar. LaUnicarestriccion es el nimero de ob-
servaciones que se toman en cadatratamiento. Fac-
tores como dieta, sexo, y edad se mantienen
constantes para todas | as observaciones. La princi-
pal desventajade este disefio es que el experimento
puede usar demasiados animales, con € peligro de
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lafaltade homogeneidad y quelas condiciones ex-
perimentales no sean idénticas para todos (por
gjemplo, entiempoy espacio). Esto conllevaunin-
cremento delavariabilidad y un descenso enlapre-
cision. Laconsecuenciaes que algunos efectos bio-
I6gicos pueden pasar desapercibidos (falta de
poder estadistico), 0 que hayaqueincrementar mu-
cho el tamafio muestral parallegar ala precisién
deseada. Al variar s6lo un factor, perdemos infor-
macion sobre el efecto de los tratamientos en rela-
cién afactores como sexo, cepa, dieta, etc.

2. Disefio en bloques: €l disefio en blogues pro-
pone dividir la poblacién en ssgmentos homogéne-
os (blogues), acontinuacion sedistribuyen lostrata-
mientos, asignando a azar las unidades
experimentales a los tratamientos, dentro de cada
bloque. Por ejemplo, supongamos que queremos
valorar €l efecto de un farmaco antihipertensivo
(que denominaremos “Y™) en ratas genéticamente
hipertensas, conociendo que hay diferencias nota-
blesen lamedidadelapresion arteria por lamafia
narespecto alatarde. Dividiremos la poblacion en
dosblogues (matinal y tarde), y asignaremosal azar
los tratamientos (control o tratamiento Y) alas uni-
dades experimental es (rata) dentro de cada bloque.

Losdisefios“ randomizados” en bloques son efi-
caces para controlar la variacion debida a efectos
aleatorios s se empleamaterial uniformey se con-
trolalas variaciones en tiempo y lugar (Festing,
2003).

El disefio en bloques mas simple es el denomi-
nado disefio en bloques completos, en el que cada
tratamiento se observa el mismo nimero de veces
en cada blogue. El disefio en bloques compl etos
con una Unica observacion por cadatratamiento se
denomina disefio en bloques completamente alea-
torizado o, simplemente, disefio en bloques aleato-
rizado.

Cuando el tamafio del bloque es inferior a nu-
mero de tratamientos, no es posible observar lato-
talidad de tratamientos en cada bloque y se habla
entonces de disefio en bloques incompl etos.

Es frecuente encontrar disefios en los que un
bloque estadividido en niveles distintos (por €/ em-
plo, el tratamiento Y a distintas dosis). En este ca
s0, el disefio puede recibir el nombre de disefio con
factores bloque anidados, o jerarquizados, o estra-
tificados.

En ocasiones hay doso méasfuentesdevariacion
lo suficientemente importantes como para ser de-
signadas factores de bloque. En tales casos, se de-
nominan disefios en dos o0 mas bloques. En € su-
puesto de que cada unidad experimental pueda
estar sujeta a distintos bloques, entonces tenemos
un disefio con factores bloque cruzados. En estedi-
sefio, las unidades experimental esreciben todos|os
posibles niveles de los factores bloque.

Este tipo de disefio permite analizar los resulta-
dos mediante métodos estadisticos paramétricos
como €l andlisisde lavarianza (ANOVA) y no pa-
ramétricos (tests de Mann-Whitney), contrarres-
tando el abuso dela aplicacion dela“t” de Student
gue se observa en numerosas publicacionesy estu-
dios (Festing y Altman, 2002).

3. Experimentos factoriales: cuando hay mu-
chos factores que pueden influir en la variable de
interés, el empleo de experimentos compl etostiene
el gran inconveniente de necesitar de un nimero
elevado de observaciones, ademas de ser ineficaz
ya que, por lo general, muchos de los factores en
estudio puede que no influyan generando mucha
informacion irrelevante. Los disefios factoriales 2k
son disefiosen losque setrabgjaconk factores, to-
dos ellos con dos niveles. Estos disefios son ade-
cuados paratratar el tipo de problemas descritos,
porgue permiten trabajar con un nimero elevado
defactores.

L os factores son variables independientes que
controla el experimentador. La variacion debida a
efectos fijos como cepa, especie o género, pueden
manejarse bien mediante este tipo de disefio facto-
rial. Estas caracteristicas hacen que los disefios
factoriales sean la herramienta mas potente par re-
alizar pequefios experimentos para cada factor de
forma simultanea, permitiendo el andlisisde lain-
teraccion entre dichos factores. Laprincipa venta-
jaeslagran eficaciadel disefio, yaque pueden rea-
li zarse simultaneamente muchos experimentos,
pero si no esta balanceado (grupos desiguales, in-
cremento delosvalores perdidos...), € andisises-
tadistico puede ser muy complegjo.

Tamario muestral

Pararealizar el calculo del tamafio muestral,
precisamos o siguiente:;

1. Conocer lavariacion delamedidaexperimen-
tal (ruido experimental).
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2. Establecer la magnitud de la diferencia que
gueremos detectar.

3. Establecer losriesgosay _.

4. Definir €l tipo de hip6tesis a contrastar y su
direccién (unilateral o bilateral).

5. Calcular el tamarfio de la muestra.

El investigador determina el tamafio muestral
teniendo en cuenta la significancia biol 6gica/clini-
cay lasignificacion estadistica. La significancia
bioldgicalclinica esla verificacion de que las dife-
rencias encontradas tienen relevancia bioldgica; 1a
significacién estadistica es |la demostracion, me-
diante el uso de técnicas estadisticas, de que estas
diferencias se deben a efectos biolégicosy no al
azar con un cierto nivel de confianza.

El problema es decidir el tamario de la diferen-
ciarespeto al control y si éste sera de interés far-
macol dgico y/o clinico. Aqui, la estadistica tiene
muy poco que ofrecer, ya que un resultado puede
ser estadisticamente significativo y alavez biol6-
gicamente poco relevante. Es el investigador quien
tiene que decidir qué diferencia quiere detectar en
el experimento.

Para determinar esta diferencia biol 6gicamente
relevante debemos de conocer muy bien las condi-
ciones basales de nuestro sistema experimental
(ruido experimental). Para obtener un resultado
significativo (p<0,05, equivalente aun valor de“t”
de Student alto), es necesario tener unarelacion se-
fial/ruido ata:

L _M1-M2

V2S? /n

Donde“M1-M2" eslasefial adetectar (diferen-
ciaentree control el tratamiento), y el denomina-
dor es €l ruido experimental (“S’ esladesviacion
esténdar intragrupo, y “n” el tamafio muestral en
cada grupo; Festing, 1992). Un efecto bioldgico
con unarelacién sefia/ruido atasignificauna“t” y
unaprecision altas.

Asi, paraincrementar “t”, o incrementamos la
sefial, o reducimos €l ruido experimental. Parain-
crementar la sefial podemos, por ejemplo, incre-
mentar ladosis, usar un material mas sensible, etc.;
y parareducir el ruido podemos emplear un mate-
rial mas homogéneo o incrementar el tamafio
muestral (experimentos con muchos animales pue-
den detectar diferencias o efectos biol 6gicos muy
pequefios).

El investigador tiene que decidir que niveles de
riesgo (riesgo ay _) aceptara en el experimento.
Aceptar un riesgo a del 0,05 quiere decir que da-
mos una probabilidad del 5% paraqueladiferencia
adetectar seadebidaal azar. Cometemosun error a
(o error tipo I), cuando afirmamos que dos trata-
mientos son distintos cuando en realidad son igua
les (falsos positivos). Aceptar un riesgo a del 20%
significa que si la diferencia que buscamos real-
mente existe, el experimento tiene una probabili-
dad del 80% de detectarla (poder estadistico). Pro-
ducimos un error _ (tipo 1) cuando llegamos ala
conclusién de que dos tratamientos son iguales
cuando en realidad son diferentes (fal sos negati-
VO0S).

Otro aspecto que debe definir €l investigador es
la hipotesis experimental de contraste, y la direc-
cion en que vaaredizar € andlisis estadistico. La
hip6tesi s se define como hipotesis nula (HO) cuan-
do no esperamos que hayadiferencias entre un gru-
po tratado respecto a uno control; e hipétesis alter-
nativa (H1) cuando si las esperamos. El
investigador debe decidir comorealizarael andlisis
estadistico: ladireccién puede ser unilateral o bila-
teral. Cuando la hip6tesis del investigador tiene
unadireccion (por gemplo: el alcohol disminuyeel
tiempo de reaccién ante un obstacul o), nos halla-
mos ante unahipdtesis unilateral . En cambio, cuan-
do no nosinteresaladireccion delahipébtesis expe-
rimental (por ejemplo, el alcohol modifica el
tiempo de reaccion ante un obstécul o) 1a hipitesis
es bilateral (sdlo queremos testar si hay modifica-
Ccién, y no nos interesa si ésta incrementa o dismi-
nuye respecto a grupo control).

Enlosapéndices| y |1 respectivamente, los lec-
tores hallaran laforma de calcular manualmente el
tamafio muestral para comparar proporcionesy
medias de dos muestrasindependientes (Dell et al .,
2002). En la siguientes direcciones de Internet, se
destacan una serie de herramientas estadisticas de
utilidad parael céalculo del tamafio muestral:

- http://www.biomath.info/power/index.htm

- http://en freestatistics.info/stat.php
MOREPOWER (4.0) (power & sample size calculator)
PS(2.1) (power & samplesize calculation)

- http:/lwww.stat.ubc.cal~rollin/stats/'ssize/n2.html
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OTRAS CONSIDERACIONES
GENERALES

L os experimentos suelen ser estudios controla-
dos confirmatorios o exploratorios (ambos genera-
dores de hipotesis), aunque hay experimentos en
los cuales no se pretende hacer ningUin contraste de
hipétesis, por 1o que el calculo de tamafio muestral
no sera necesario, y lajustificacion del nimero de
animal es se basara en otros aspectos. Como g em-
plo, podemos citar |os estudios de toxicocinéticaen
los que se obtienen resultados descriptivos de los
pardmetros farmacocinéticas, que pueden compa-
rarse estadisticamente por género, dosisy diade
tratamiento, pero sin lanecesidad de establecer una
hipotesis experimental previa para buscar diferen-
cias.

L os experimentos hay que planificarlos antesde
realizarlos, incluyendo € disefio y los métodos es-
tadisticos que van aemplearse paratratar losresul-
tados. En los estudios exploratorios (o ensayos pi-
loto), puede ser Gtil mostrar un menor énfasisen el
contraste de hipétesis. A veces, es conveniente so-
lapar estudios exploratoriosy confirmatorios, pero
esto debe quedar muy claro en el procedimiento.
No esta de mas subrayar que los estudios explora-
torios permiten encontrar informacion Util parala
mejor planificacion de un estudio més definitivo o
confirmatorio. Pero los resultados obtenidos con
pocos animales pueden ser muy imprecisos, por lo

gue hay que ser cauto en emplear estos datos para
calcular el tamafio muestral para posteriores estu-
dios confirmatorios.

Finalmente, hay que resaltar que un buen disefio
experimental debe incluir un apartado en e que el
investigador debe declarar quetipo deandlisisesta-
distico va arealizar con los resultados obtenidos.
Laidoneidad delos métodos estadisticos es depen-
diente del tipo de disefio empleado, de forma que
un procedimiento experimental no deberia nunca
de empezar sin tener claro como van a analizarse
los resultados.

CONCLUSIONES

El uso de animal es de experimentacién genera
importantes cuestiones de tipo ético. Los animales
sblo deben usarse si 10s objetivos van aser validos,
no existe alternativaasu uso, y si |0s recursos em-
pleados son éticamente aceptables. La validez en
este caso implica que el experimento tenga una
probabilidad alta de alcanzar los objetivos pro-
puestos, y que éstos contribuyan positivamenteala
salud de humanosy/o animales.

Ignorar los principios bésicos del disefio experi-
mental y/o analizar de formaincorrectalos resulta-
dos es una pérdida de recursos de dificil justifica-
cion ética.

ASPECTOS QUE DEBE INCLUIR UN PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

- Antecedentes y objetivos

o Diseiio

= factonal.

Aleatorizacién
Tamaifio muestral
Analisis estadistico

o O OO0

- Sustancias de referencia y/o de control
- Definicion de la unidad experimental
- Definicién del disefio experimental empleado

= completamente aleatorizado
=  bloques /estratificacion

Numero de replicados

Tabla 1.
Aspectos fundamentales en el disefio de un procedimiento experimental.
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APENDICE |

Cdlculo del tamafio muestral parala comparacion de proporciones de dos muestras independientes.

Pex(1-Pc)+Pex(1-Pe) 2
+—+
d 2
Pc: proporcién observada de respuestas en el grupo control

Pe: proporcién observada de respuestas en el grupo experimental
d =|Pc - Pel es|adiferenciaentre ambas proporciones

N =Cx 2

C: constante que depende de losriesgosay _ escogidos:

ot
B 0.05 0.01
0.2 7.85 11.68
0.1 10.51 14.88

Ejemplo: si la proporcion observada en el grupo control esdel 80% y el investigador quiere detectar una
proporcion del 20% en el grupo experimental (d=60%), con unos erroresay _ del 5%y del 20% res-
pectivamente (C=7.85), el tamafio de lamuestraes:

(0.8x02)+(0.2x 0.8)+ 2,

o 2-1230

N =785x%x

El experimento se realizara con 13 animales por grupo.
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APENDICE 2 ‘

Célculo del tamafio muestral paralacomparacion de medias de dos muestras independientes

Unavez estimadaladesviacion estandar (SD) delavariabledeinterésy establecidalamagnitud que de-
seamos detectar (d), €l tamafio muestral (N) puede establecerse mediante larelacion entre SD, dy Z:

SD\’
N=1+2x7Zx|—
d
Z unilateral (Za—i_zﬁ) anla:eral (Z¢13+Zﬁ)
Riesgo 3 a=0.01 a=0.05 a=0.01 a=0.05
0.05 15.7704 10.8222 17.8142 12.9947
0.10 13.0169 8.5638 14.8794 10.5074
0.15 11.3083 7.1893 13.0484 8.9784
0.20 10.0360 6.1826 11.6790 7.8489

Ejemplo: ladesviacion esténdar de lavariable cuantitativadeinterésesde 8 y ladiferenciaque el inves-
tigador quiere detectar entre lamediadel grupo control y ladel grupo experimental de 10. Consideran-
dounerror ay _ del 5% y del 20%, respectivamente, y utilizando una hipétesis bilateral, el tamafio
muestral serade:

2

N=l+2x7.8489x(%) =11.04

Tomaremos 11 animales por grupo. |maginemos que hemos previsto una pérdidadel 10%,
entonces €l tamafio muestral gjustado serade:

N,=Nx =11x

! =122
1

Utilizaremos 13 animales por grupo, donde Naes el tamafio muestral gjustado, N el tamafio muestral
caculado sin €l gjustey R € porcentaje estimado de pérdidas en €l experimento.
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cY tu qué

OPINAS?

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

I ToDOS LOS SOCI0S ESTAN INVITADOS A PARTICIPAR APORTANDO SUS CASOS I

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

CASO 1

ALOPECIA FACIAL EN RATONES

El personal que trabaja en un animalario, se en-
cuentrahaciendo & cambio de cubetas en unade las
salas. El cuidador observa que de los 7 ratones
Swiss, machos, que se encuentran en una cubeta de
policarbonato de 290 cm2, todos, excepto uno, pre-
sentan unamarcadazonade alopeciaque afectaalas
periferias del hocico, incluso con ausencia de vibri-
sas(Figs. 1y 2). Estosanimal estienen un peso de 35
gy seencuentran en régimen de reserva, preparados
para entregarselos al
investigador en e pla
zo de quincedias.

Figura 1.
Alopecia circunscrita a la
zona del hocico

Miguel Angel Silva Diaz
Unidad de Investigacion

Hospital Universitario de Gran Canaria, Dr. Negrin

Se realizaron raspados cuténeos procesados con
hidroxido potasico, setomaron muestrasdepeloy se
procedio a un hisopado de la zona afecta de piel.
Trasenviar las muestras a |aboratorio de microbio-
logia no se evidencié la presencia de dermatofitos,
acaros u otros agentes patégenaos, que pudieran ex-
plicar estos hallazgos clinicos.

Figura 2.
Detalle. Obsérvese la ausencia de vibrisas.
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w ¢Y TU QUE OPINAS?:
1. ¢A qué crees que es debido?
2. ¢Qué medidas podriamos tomar para solucionar el problema?

é’ SOLUCION:
Ante la ausencia de hallazgos microbiol 6gicos que expliquen una etiologia flngica, bacteriana o
parasitaria, debemos buscar |a causaen un posible problema de manejo.

El marcado carécter territorial de estos animales, sumado alaagresividad propiade laespecie, ha-
ce que lasluchas entre individuos sean un problema frecuente, si no se respetan las recomendaciones
establecidas al efecto (Jennings et al., 1998; Recomendaciones de la Comision de 18 de junio de
2007). Estetipo delesionesen e hocico, con desaparicidn total o parcia delasvibrisas, esun signo
de dominancia, cuando uno delosratoneslame, mascalapiel y las vibrisas de otros ratones sumisos.

En este caso concreto, nos orientabastante en €l diagnostico, €l saber que solo 1 delos 7 ratonesno
presentalesiones (probablemente el animal dominante).

L alegislacion recomienda una superficie de 100 cm2/ratén de un peso de 35 grs. y, evidentemen-
te, en nuestro caso la superficie esmucho menor alarecomendada paraese nimero de animalesy pe-
s0 (3500 cm2). Entérminosde bienestar, la cantidad de espacio es un pardmetro importante, yaque,
dictael tamafio posible del grupo, la posibilidad de desarrollar comportamientos relacionados con la
locomaocién o exploracion y la presencia, 0 no, de conductas aberrantes. Por tanto, |os criterios para
determinar los requerimientos de espacio no deben venir determinados exclusivamente por €l peso
del animal: lacepa, € tamafio del grupo, laedad, € estatus reproductivo, las actividades que se estan
realizando, son también aspectos fundamentales que se deben contemplar.

L os comportamientos del ratén se realizan en las tres dimensiones, por lo tanto, € volumen dela
cubeta es otra dimension condicionante.

Dentro de las medidas que deberiamos contemplar para corregir y prevenir estos problemas, des-
tacarian los siguientes:

1.- Aumentar € tamafio de |as cubetas, siempre que sea posible, ya que las medidas que aparecen
en las guias son las minimas recomendadas. Tampoco interesa aumentar demasiado la superfi-
cie, sin incorporar elementos de enriquecimiento ambiental, ya que los espacios demasiado
grandesy vacios favorecen | as agresiones entre machos por delimitar el territorio.

2.- Aumentar laaturadelajaula, pero permitiendo que € animal puedatrepar hastalargilla, ya
gue alosratonesles gustacolgarse delas barras. Unaopcién barata podriaser utilizar jaulasde
rataseincorporar bloques grandesde “legos’, cajas de puntas de pipetas, trozos de tuberia, con-
tenedores vacios de agujas, en definitiva, material defécil limpiezay del que se pueda disponer
sin problemas en nuestro entorno.

3.- Limpiar |lo més eficazmente posiblelajaula, unavez alasemana. De este modo garantizamos|la
buena higieney salud de nuestra coloniasin perturbar demasiado las marcas ol orosas que deter-
minan lasrespuestas sociaesentreindividuos. Eliminar estas marcas deterritorialidad delasjau-
las, con frecuentes lavados de las cubetas, supone eliminar 1os signos utilizados para el recono-
cimiento de los distintos miembros del grupo y se agudizarian las respuestas agresivas. A ta
efecto, se podria solucionar este problema afiadiendo un poco de lecho sucio enlajaulalimpia

4.- Vigilar sempre alos animales despuésdel cambio y limpieza delacubeta.
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5.- Siempre que sea posible, debemos formar los grupos de una misma cubeta con animales jove-
nes, recién destetados para evitar las luchasy agresionestipicas de adultos.

BIBLIOGRAFIA

M. JENNINGS, G.R. BATCHEL OR, PF. BRAIN, et al. Refining rodent husbandry: the Mouse Report of the
Rodent Refinement Working Party. Lab. Anim. 1998; 32: 364-368.

KALUEFFAV, MINASYAN A, KEISALAT, etal Hair barberinginmice: Implications for neurobehaviou-
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alojamientoy a cuidado delos animal es utilizados paraexperimentaciony otrosfinescientificos[no-
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CASO 2

MODELO DE XENOINJERTO TUMORAL

I sabel Blanco Gutiérrez

Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO), Madrid

Uninvestigador estainteresado enlarealizacion
de un model o de xenoinjerto en ratones inmunode-
primidos, paracomprobar laimplicacién deun gen
enlaprogresiony crecimiento del foco tumoral pri-
marioy en € desarrollo de metastasis pulmonares.

Lalineacelular procede de otro centro deinves-
tigacion y no ha sido chequeada con anterioridad
frente a patégenos murinos.

El crecimientoinvitro delalineacelular esmuy
répido y quisieran empezar con el ensayo cuanto
antes.

L os animales seran inoculados por via subcuté-
nea, se medird el tamafio del nédulo con un calibre
dos veces por semana, hasta un determinado tama-
fio en que se haralareseccion del foco primario. El
seguimiento de la metastasis se realizard mediante
imagen molecular (PET-CT) hastalaaplicacién del
criterio del punto final.

1 % ¢Y TU QUE OPINAS?:

| 1. ¢Qué primeras medidas tienes que tener en cuenta? |
2. ¢Qué cepainmunodeprimida de ratdn aconsejarias?
| 3. ¢En que momento realizarias |aexéresis tumoral ? |
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éJSOLUCK’)N:

Unavez que € procedimiento ha sido aprobado por € CEEA
del Centro, se hadetestar lalinea celular por PCR, en lo que
respecta a patégenos murinos, cuyos resultados tardan aproxi-
madamente dos semanas. De esta manera podemos evitarnos
muchos problemasinnecesarios. Se descartareaizar un MAP
(“Monoclonal Antibodies Production™), porque se requiere
mucho méastiempo.

Respecto a la cepa de eleccidn, nos decidimos por ratones
SCID porque en los ratones Nude € crecimiento del tumor es
local, encapsulado, y solo en raras ocasi ones se han observado
metéstasis. Sin embargo, en € ratén SCID & tumor esmasin-
vasivo 'y pueden encontrarse metastasis con mayor frecuencia
' (Xieet d., 1992). La cepa consanguinea BALB/c-Nude tiene
igura L resultados similares alos SCID, pero sabemos que es un gru-

Imagen obtenida mediante PET-TC po deinvestigacion pequefio y los ratones BALB/c-Nude son

de un rat6n inoculado con células tumorales.  mag caros, por |o que decidimos trabgjar con ratones de la.ce-

(Cedida por la Dra. Francisca Mulero;
Unidad de Imagen Molecular). pa SCID de 7 semanas de edad.

Lareseccion del foco primario, utilizando isofluorano a 2% y buprenorfinaal 0,1 mg/ml, serediza
cuando € didmetro medio del nddulo seade 17 mm, y sin sobrepasar este punto paraevitar dolor y su-
frimiento a los animales (United Kingdom Co-ordinating Committee on Cancer Research
—UKCCCR- Guidelinesfor the Welfare of Animalsin Experimental Neoplasia). A losanimaesseles
sigue observando y chequeando por PET-CT unavez por semana, hastala aplicacion del criterio de
punto final donde tendremos en cuenta sobretodo sintomasrespiratoriosy de aspecto general del ani-
mal. Lasimagenes nos daran informaci on sobre el momento idéneo parael sacrificio, sobretodo s la
diferenciaen e crecimiento y desarrollo de la metéstasis entre |os dos grupos es muy grande, evitan-
do asi d sufrimiento innecesario del animal.

BIBLIOGRAFIA

XIE X, BRUNNER N, JENSEN G, ET AL. Comparative studies between NUDE and SCID mice on the
growth and metastatic behavior of xenografted human tumors. Clin. Exp. Metastasis 1992; 10: 201-210.

UNITED KINGDOM CO-ORDINATING COMMITTEE ON CANCER RESEARCH
(UKCCCR) Guidelinesfor the Welfare of Animalsin Experimental Neoplasia (Second Edition). Br. J. Can-
cer 1998; 77: 1-10.
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GENOMICA Y MODELOS MURINOS

Lluis Montoliu

Centro Nacional de Biotecnologia (CNB) - CSC, Madrid

Lal Jornada Cientifica organizada por € Comi-
té Espafiol ICLAS Yy celebrada en Madrid, en €l
CNIC, €l dia11 de marzo de 2009, permiti6 disfru-
tar de una serie de conferencias informativas, inte-
resantestodas, rel ativas adiversostemas de experi-
mentacion animal. En particular una de las
exposiciones que aportaron un mayor nimero de
herramientas bioinforméticas, para el aprovecha-
miento adecuado de toda laingente cantidad dein-
formacién disponible en Internet, fue lacharlaque
impartié Susan M. Bello (Mouse Genome Infor-
matics, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Mai-
ne, USA). A partir de sus sugerencias, y comple-
tandolas con otras que considero igualmente
interesantes, he preparado este compendio de pagi-
nas web de visita recomendada, para su utilizacion
como fuentes de informaci6n actualizada de cepas,
genes, mutantesy proyectos internacionales en los
gue aparece la experimentacion animal .

Lo primero que es necesario indicar es que en
Internet la mayoria de las paginas WEB que men-
cionaré acontinuacion estan profusamenteinterco-
nectadas. De ahi que no seaimportante aprendérse-
lastodas o0 saber de todas ell as; sabiendo solamente
de algunos portales singulares es posible navegar
hacia las demas. Uno de estos portal es singulares
es, sin duda, la web de “ The Jackson Laboratory”
(http://www.jax.org). Como proveedor mundial de
muchas cepas de ratdn y modelos animales |o pri-
Mero que uno encuentra son unos motores de bls-
gqueda muy sencillos, pero potentes, que permiten

determinar si tienen o no la cepa que buscamos
(http://jaxmice.jax.org/findmice/). Tampoco es na
dadesdefiabl e su seccion dedicadaamaterial de so-
porte, informativo, posters, protocolos, etc.
(http://jaxmice.jax.org/support/), ademas de todo
€l programa de cursos, talleresy congresos que or-
ganizan periodicamente sobre diversos temas
(http://www.jax.org/courseseducation/).

Sin embargo, la seccion estrella de la pagina
web de “ The Jackson Laboratory” tiene personali-
dad propia, y la conocemos como “Mouse Geno-
me Informatics’, o tambien conocida como MGI
(http://www.informatics.jax.org/). Este es el ver-
dadero repositorio mundial que contiene la infor-
macién conocida de cepas de ratén, genes, geno-
ma, sistemas de genotipaje, patologia, modelos
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animales, fenotipos, bancos de embriones, mate-
rial adicional, etc.

El portal MGI esta dividido en 8 secciones: GE-
NES, PHENOTYPES, EXPRESSION, FUNC-
TION, PATHWAY S, STRAINS/SNPS, ORTHO-
LOGY Y TUMOURS, por supuesto totalmente
interconectadas. Unadelasmés utilizadasesGENES

(http://www.informatics.jax.org/genes.shtml),
pues permite recabar todo 1o que se conoce de un
gen determinado con el que estemos trabajando.
L os datos que se of recen asociados a un gen inclu-
yen -ademas del nombre, posicién en el genoma,
sindnimos, mutacion asociada, etc.-, e mapagené-
tico, lasecuenciaprimariade ADN (con intercone-
xiones directas alas bases de datos genémicas de
ENSEMBL: http://www.ensembl.org, NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, o UCSC: http://ge-
nome.ucsc.edu), la descripcién de todos los alelos
mutantes conocidos (espontaneos, inducidos,
transgeéni cos, knock-outs), datos del perfil de ex-
presion génicay de los reactivos recomendabl es
para genotipar, polimorfismos conocidos e innu-
merabl es interconexiones adicional es con bases de
datos externas con informacion complementaria.

Otra seccion igualmente Util es la que contiene
informacién genética sobrelas cepas deraton y los
polimorfismos (SNPs) que las caracterizan:
STRAINS/SNPS
(http://www.informatics.jax.org/strains SNPs.shtml).
En esta seccion, ademés, se encuentran las reco-
mendaciones para nombrar adecuadamente cual -
quier cepa de ratén que necesitemos describir
(http://www.informati cs.jax.org/mgihome/no-
men/strains.shtml), y el repositorio genera de ce-
pas de ratones, el IMSR (“International Mouse
Strain Resource”: http://www.findmice.org/in-

dex.jsp), que permite localizar cualquier cepa de
raton, sea en forma de individuos vivos o embrio-
nes/espermacongelado, en cualquieradelosmudilti-
ples repositoriosinternacional es existentes.

Finalmente, es importante comentar la seccion
sobre recursos adicionales, RESOURCES
(http://www.informatics.jax.org/resources.shtml),
atravésdelacual se puede acceder a herramientas
interesantesy, especia mente, aun buen nimero de
libros clave en genéticay experimentacion con €l
raton.

Desde las paginas web de Jackson puede acce-
derse virtualmente a cualquier otra paginarelacio-
nada con la genética o la experimentacion del ra-
ton. Entre ellas, puede accederse también a un
grupo de proyectos internacionales en colabora-
cién que representan la frontera actual en genomi-
cafunciona del ratén. Son los proyectos encami-
nados a obtener ratones mutantes representativos
detodosy cadauno delos més de 20.000 genes que
tiene el genoma del raton (y nuestro genoma).
Existen tresiniciativas principales, el proyecto
“Knock-Out Mouse Project”, o también KOMP
(http://www.knockoutmouse.org/), liderado por €l
NIH en EE.UU., que actliatambién de coordinador
de los demas; el proyecto europeo EUCOMM
(http://www.eucomm.org); y €l proyecto nortea-
mericano, coordinado desde Canadd, denominado
NORCOMM (http://www.norcomm.org). Cada
uno de ellos usa vectores ligeramente distintos pa-
ra generar |os ratones mutantes, bien sea por inte-
gracién a azar, o bien deformadirigida, con pecu-
liaridades técnicas distintas, centrando los
esfuerzos en generar alelos nulos, o alelos que pue-
dan usarse posteriormente paralageneracion dera-
tones mutantes condicionales en espacio y tiempo.
Actualmente, lavisitaalapaginaKOMPesobliga-
daparatodo aquel laboratorio que se plantee lage-
neracion de un nuevo raton mutante.

R T ————

Knockout Mouse Project (KOMP)

P M O e G AL PSR OF LS ey S (£13 ol
ortarng & md maton £ ey geee 1 P niasee gercrs flsad s

Wikt cam you do at the KOMP wet site?
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La consulta de las bases de datos interconecta-
das de estos proyectosinternacional es, ofrecerada-
tos actualizados sobre si yaexistey estadisponible
€l ratén mutante que deseamos generar, pudiéndo-
nos ahorrar un gran trabajo. Igualmente, puede in-
ducirsed interésen lageneracion de un determina-
do nuevo mutante (puede “nominarse”), si se
documenta su necesidad experimental. Si losrazo-
namientos son atendidos, se cambiara la prioridad
y €l orden de esa mutacién que pasard aredizarse
deinmediato.

A estos tres grandes proyectos internacionales
seleshaunido lainiciativade “TexasA&M Insti-
tute for Genomic Medicine” (TIGM), quienes, a
través de bibliotecas de clones de células ES (del
inglés, embryonic stem cells) adicionales, también
participan en la obtencién de ratones mutantes re-
presentativos de todos los genes del raton
(http://www.tigm.org). Losactivosde TIGM inclu-
yen lacoleccion privadade clones ES con mutacio-
nes en multitud de genes, provenientes de la em-
presa“Lexicon Genetics’.
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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

CAIDAS AL MISMO NIVEL

Jeslis Martinez Palacio

Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambiental es y Tecnol égicas (CIEMAT), Madrid

Uno de los riesgos més comunes (y menos con-
siderados) en nuestras instalaciones son las caidas
al mismo nivel. Es un accidente de probabilidad
media, ligeramente dafiino, y que suele considerar-
seunriesgotrivia otolerable.

En la estadistica de nuestro Centro, representa
un 15% de los accidentesy es de los pocos que han
cursado con bajas laborales del personal.

¢POR QUE OCURREN ESTOS ACCI-
DENTES?

Normalmente nos desplazamos por superficies
con buenas condiciones, pero es habitual 1apresen-
cia de elementos que pueden originar tropiezos o
caidas (mobiliario, materiales, cubetas, €tc.), 0 su-

perficies mojadas deslizantes (biberones, limpie-
zasy desinfeccion de suelos, zonas de lavado).

También escomun trabajar
con baja iluminacion (pasi-
llosy salas de animales albi-
nos), incluso en condiciones
de ‘luz roja’ en salas fuera
del ciclo deluz.

Sefial desudlo mojado
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COMO DEBEMOS ACTUAR PARA
EVITARLAS

«Seria conveniente establecer programas pe-
riédicos de ‘orden y limpieza', para ubicar
adecuadamente |os elementos que puedan
originar caidas.

«Debemos evitar dejar materiales en pasillosy
zonas de paso (hay un Real Decreto, €l
486/1997, relativo aespaciosy viasde circu-
lacion).

«Hay que evitar el uso de acabados deslizantes
enlossuelos (limpiossi, pero no deslizantes),
asi como recoger los vertidos de liquidos en
cuanto seaposible.

eAvisar con carteles si |os suelos estdn moja-
dos.

«El calzado debe ser comaodo, bien sujeto, con
talon cerrado y, si es posible, con suela anti-
dedlizante (hay que abandonar los zuecostra-
dicionaes).

«En cualquiera de las circunstancias descritas
arriba, debemos extremar |as precaucionesen
|os desplazamientos.

TIPOS DE ZAPATOS PROFESIONALES ‘
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ENTREVISTAS

PERFILES RELACIONADOS CON LA CIENCIA
DEL ANIMAL DE LABORATORIO

LUIS MUNOZ DE LA PASCUA

Lugar de Trabajo: ¢Como seinicid en el campo delaciencia del
Universidad de Salamanca animal delaboratorio?

Mi primer contacto con este mundo fue larea-

lizacién de un curso de capacitacion parael uso de

Breve descripci6n del cargo que ocupa: animales de laboratorio, en la Universidad Auté-
Director del Servicio de Experimentaciéon Ani-  noma de Barcelona. En éste, conoci a mi amigo
mal de laUniversidad de Salamanca Fernando Nufiez y, graciasasu mediacion, tuvela

oportunidad de realizar una estancia en Madrid
donde, tanto é como Carmina Fernandez Criado,

Arios Experiencia: . .
D me abrieron las puertas de sus respectivos centros

18 afios. para aprender de su experiencia, y también de su

calidad humana. Pasé unos meses fundamentales

Sociedades en las que participa: parami aprendizaje en Cienciasdel Animal deLa-

SECAL y ESLAV. boratorio, y mi posterior desarrollo como profe-
sional del sector.

Participacion dentro de SECAL: Posteriormente, y gracias a Carmina, conoci a

He sido miembro delaJuntade Gobiernoy co-  Javier Palacin, del Centro de Biologia Molecular,

laborador delarevistadela SECAL. gran profesional y mejor persona, quien generosa-

mente me acogi6 en su animalario, donde también
aprendi numerosas técnicas experimentalesy tuve
laoportunidad de tener mi primer trabajo remune-
rado en animalarios, al ser contratado como cuida-
dor durante €l periodo estival.

Por ultimo, también pasé una temporada en el
Hospital Ramén y Cajal, con Carlos Correay Pa-
blo Jorge Herrero, conociendo €l trabajo deinves-
tigacion con animales en € entorno hospitalario,
muy diferente del de los animalarios tradiciona-
les, y del que tengo también muy gratos recuer-
dos.

Resumen de su actividad profesional

Mi actividad profesional, exceptuando un par
de afios en | as campafias de saneamiento ganadero
como veterinario autbnomo, se hadesarrollado in-
tegramente, y desde que dejé Madrid, en la Uni-
versidad de Salamanca (USAL), donde actual -
mente dirijo el Servicio de Experimentacion
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Animal. He sido responsable del disefio y puesta
en marcha de tres animalarios, que dan servicio a
lacomunidad investigadorade laUniversidad y a
los centros mixtos USAL& CSIC, como el Centro
de Investigacion del Cancer. Aunque realicé los
cursos de doctorado en Cérdoba -mi Universidad
de origen, realicé mi tesis doctoral en laUSAL,
dentro del grupo de neurobiologia de la audicion,
y recuperando en este trabajo unalineade hamste-
res con epilepsia audi 6gena, que estaba a punto de
extinguirse. He sido participe en lagestacion dela
unidad de transgénesisde laUSAL, y también he
colaborado como autor en dos capitulos del libro
de “Cienciay tecnologia del animal de laborato-
ro”.

También, y con la co-organizacion del Instituto
de Estudios de Ciencias de la Salud de Castillay
Ledn (IECSCYL) y de Animalaria, organizo des-
de hace tres afios un curso anual de categoria B,
acreditado por la Junta de Castillay Leon.

En la actualidad, me encuentro inmerso en la
ilusionante, y alavez dificil tarea, de organizar
nuestro congreso bianual, del cual espero salir in-
tegro asu conclusién

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

En general mefascinatodo lo quetiene quever
con labiotecnol ogia, pero me gustan en particular
todos aquellos temas rel acionados con las nuevas
tecnol ogias que se emplean parala estabulacion y
logistica en los animalarios, y también los temas
de reproduccién asistida y de la patologia de los
animales de laboratorio.

¢Cudles son sus obj etivos para los proximos
anos?

En primer lugar me gustaria que el congreso
gue se celebrara el préximo noviembre seaun éxi-
to parala SECAL en todos | os aspectos, y que to-
dos aguellos que vengan sientan como provecho-
sa su visita. En cuanto ala Universidad, y dados
los tiempos que corren, me gustaria poder contar
con herramientas efi caces para gestionar y conso-
lidar la plantillade trabajadores del Servicioy asi
poder planificar el trabajo de forma eficaz. Pero,
sobretodo, lograr ilusionar eilusionarmeen €l dia
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adiacon nuevosretosy transmitir atodoslos que
comienzan atratar con animales laimportancia
del correcto manejo de los mismosy la necesidad
de implicarse en el bienestar animal para hacer
cienciade calidad.

¢Que consejos daria alos que ahora seini-
cian?

En primer lugar les diria que aprovechen el
tiempo a maximo, porque pasamuy répido, y que
procuren sacar |o bueno de cada sitio donde estén.
Creo que es muy importante también ejercer de
cuidador durante un tiempo, parasaber €l diaadia
delos animalarios, y poder después aplicar la ex-
perienciaalaslabores de direccion.

También recomendaria realizar estancias en €l
extranjero y especializarse, aunque dada la situa-
€ion en Espaiia siempre nos toca hacer un poco de
todo.

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

En general |a oferta me parece suficiente para
lacategoriaD y escasa paralas demas, sobre todo
laC. Si actualmente se aplicaralanormativaara
jatabla, lamayoria de investigadores noveles, co-
mo por gjemplo los “Ramén y Cajal”, no podrian
gjercer como tales. En el caso de las categorias A
y B, laofertamejora, pero todaviafaltamucho por
hacer al respecto, aunque creo que lo fundamental
seria que los ministerios competentes legislaran
claramente respecto al tema de las acreditacio-
nes/formacion, y no dependiéramosdel criterio de
cadacomunidad auténoma. Yahace tiempo que se
promulgé el Real Decreto 1201/2005, y vasiendo
hora de que este asunto termine de aclararse. Creo
gue es muy importante que | os postgraduados que
vayan a dedicarse alainvestigacién con animales
cuenten de forma obligatoria, durante el doctora-
do, al menos con laformacion equival ente aexpe-
rimentadores y se les dé la opcién de conseguir la
categoria C mediante cursos adicionales que pue-
dan ser cofinanciados por las Universidades.

Citedosprofesionalesalos que seriaintere-
sante poder realizar este cuestionario

José Maria Orellana

Fernando Nuriez
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JORDI POLO MARIN

Lugar de Trabajo:
Harlan Laboratories S A.

Breve descripcion del cargo que ocupa:
Responsable “ Unidad de Estabulario”

Arios Experiencia:
27 anos.

Sociedades enlasque participa:
SECAL

Participacion dentro de SECAL:

Soy miembro dela SECAL desde hace varios
afos. Asisto, generalmente, atodos |os congresos
que organizala SECAL.

¢Comoseinicid en el campo delaciencia del
animal delaboratorio?

SEmpecé de muy joven trabajando como ayu-
dante de laboratorio con animales de experimenta:
cién. Laformacion, laexperienciay laparticipacion
en procedi mientos experimental es, con comparieros
de gran nivel, me han ayudado a mejorar en mi
puesto de trabajo hasta llegar a ser Responsable de
laUnidad de Estabulario.

Resumen de su actividad profesional

En nuestro Centro somos, aproximadamente,
unos 160 trabajadores, de los cuales unos 50 son
experimentadores y cuidadores. Una de mis fun-
cionesbésicas eslaorganizacion, control y forma-
€ion de este personal (disponemosde personal con
experiencia paratrabajar con varias especies de
animales).

Otra de las funciones es coordinar, junto con
los directores de estudio, lasfechas, procedimien-
tos, y otros aspectos de los estudios, de manera
gue sea posible realizarlos todos disponiendo de
salas para animales, material, personal entrenado,
etc. paradesarrollarlos con las maximas garantias
de calidad.

El control de toda la documentacién, como re-
gistros de entrenamiento del personal, procedi-
mentos normalizados de trabajo (PNTS), verifica
€ioén y mantenimiento de equipos, etc., también es
una parte importante de mi trabgjo.

La coordinacién, organizacién y estructura de
la Unidad de Estabulario es una tarea realmente
complicada en la que es de gran importancia dis-
poner de personal de buen nivel. Actualmentedis-
ponemos de 3 grandes areas, divididas por anima-
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lesde diferente especie, y controladas cadaunade
ellas por técnicos con buena formacion y expe-
riencia

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

Laformacion del personal y el bienestar ani-
mal, son dos de |os temas que mas me preocupan.

Las instalaciones se pueden adaptar a las nor-
mativas en cuanto a bienestar animal, pero el per-
sonal debe ser consciente de laimportancia del
trato hacialos animales de laboratorio.

Me interesamucho estar a dia en nuevas téc-
nicas y metodos de trabajo, equipaciones de esta-
bulario, etc. Y, por supuesto, lainformatica, que
bien aplicada alos sistemas de control y organiza-
cion, ayuda mucho atrabajar de manera légicay
ordenada.

¢Cudles son sus objetivos para los préximos
anos?

Ahoraestamos trabajando en algo muy interes-
Mejorar, en todo o posible, el equipo de trabajo
de la Unidad de Estabulario en nuestra Empresa.
Tener un equipo detrabaj o responsable atodos|os
niveles, con gran implicacion en el trabajo, y con
buen nivel de preparacion y capacidad para desa
rrollar procedi mientos experimentales con efica
cia
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¢Que consgjos daria a los que ahora seini-
cian?

Sobre todo para gente que empieza como cui-
dador de animales de experimentacién, intentar
implicarse al maximo en el trabajo, ser consciente
de laimportancia de realizar bien las tareas mas
bésicas, y no degjar de utilizar los medios de que
dispongamos para mejorar al maximo la forma-
cion.

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

En cuanto aformacién para cuidadoresy expe-
rimentadores existen algunos cursos de buen ni-
vel, pero creo que deberiaampliarse mucho méasla
ofertade formacién en Espafia.

Citedos profesionales a los que seria intere-
sante poder realizar este cuestionario

AnnaVila (veterinaria de Harlan laboratories
S.A), LuisParra(de Laboratorios Ferrer).
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