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Con la publicación el 20 de octubre de 2010 de la Directiva

2010/63/UE relativa a la protección de los animales utilizados para

fines científicos, se derogó la que hasta ese momento había sido la

base normativa desde 1986.

Hemos convivido durante bastantes años con la Directiva

86/609/CEEA, una normativa que aunque con sus lagunas y limita-

ciones, nos ha permitido avanzar respecto al bienestar animal, me-

jora de las instalaciones y condiciones en las que se mantienen a los

animales, etc. Qué nos ha aportado esta directiva a nivel europeo,

al igual que sus deficiencias, podemos verlo en el resumen del In-

forme de Bienestar Animal en la Unión Europea que se presenta en

este número de la revista.

Sin duda, la nueva directiva supondrá un avance en materia de

protección animal y debería llenar los vacíos de la anterior. Pero

como siempre ocurre con las nuevas normativas, nos plantea una

serie de preguntas e inquietudes a la hora de interpretarla y vis-

lumbrar su alcance. Tanto es así que en el próximo congreso de

SECAL que se celebrará este noviembre se ha programado una sesión

precisamente sobre los cambios legislativos, a la que os animamos

a asistir para poder plantear y discutir todas aquellas inquietudes

que la nueva directiva os haya provocado.

Pero independientemente de los cambios legislativos, lo que te-

nemos claro es nuestro deber de avanzar en la ciencia del animal de

laboratorio y mejorar la calidad de los resultados experimentales.

En este número podéis ver un ejemplo de ello. Desde una exposición

del proceso de desarrollo de un fármaco que encontrareis en la sec-

ción de presión positiva, a la importancia de la selección del mo-

delo experimental adecuado para la obtención de los mejores

resultados que refleja el artículo de este número, así como al refi-

namiento en la extracción de muestras continuas que se presenta en

la sección de técnicas. Todo ello en pro de la calidad del animal y de

la investigación.
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El pasado 28 de junio, tuvo lugar una Re-
unión Ordinaria de la Junta de Gobierno de la SECAL. La
reunión se celebró en las dependencias del Colegio Ofi-
cial de Veterinarios de Madrid. Estos son algunos de los
asuntos que se debatieron:

Consultas, informes y comunicaciones:

• A raíz de un debate surgido en SECAL-L, Manuel
Moreno y Belén Pintado enviaron una ccoonnssuullttaa
aall  MMAARRMM  ssoobbrree  llaass  ccaatteeggoorrííaass  pprrooffeessiioonnaalleess  ddeess--
ccrriittaass  eenn  eell  RRDD  11220011//22000055.. La respuesta del Mi-
nisterio especificaba que el reconocimiento de
una categoría, sólo facultaba al interesado para
realizar las funciones correspondientes a dicha
categoría. El Ministerio instó a los interesados a
que revisasen la normativa de su Comunidad Au-
tónoma correspondiente, por si especificaba algo
más. Podéis consultar el debate íntegro en nues-
tra página web ( http://secal.es > “Actividades”
> “SECAL-L” > “los mejores debates de SECAL-L”
> “Categorías profesionales – mayo 2011”).

• El pasado mes de marzo, la UE abrió un plazo
para enviar suuggeerreenncciiaass  ddee  mmeejjoorraa  ddee  llaass  ttrraa--
dduucccciioonneess  ddee  llaa  DDiirreeccttiivvaa  22001100//6633//UUEE.. FELASA
fue la entidad que coordinó esta acción. Belén
Pintado recogió las sugerencias  aportadas por
los socios de la SECAL para el caso de la traduc-
ción española. Finalmente, se envió un docu-
mento elaborado por Presidencia.

• El pasado 27 de abril, Belén Pintado envió un es-
crito al Director del ddiiaarriioo  ““EEll  PPaaííss””, en respuesta
al artículo ¨Día Mundial del Animal de Laborato-
rio¨ publicado días antes. El artículo ponía de ma-

nifiesto una serie de falsedades, como que la ex-
perimentación animal se mantenía por inercia o
que el Gobierno no tomaba medidas para paliar
el sufrimiento de los animales. La carta que
envió la SECAL fue difundida a los socios a través
de SECAL-L y la web (apartado “Actividades” >
“Noticias”). Se pidió al diario su difusión, pero
hasta hoy, no hemos recibido respuesta.

Congresos:
• CCoonnggrreessoo  VVaalleenncciiaa  22001111:: se ha obtenido el reco-

nocimiento de interés sanitario por parte del Mi-
nisterio de Sanidad. Aún sigue abierto el plazo
de inscripción, así que esperamos veros a todos
muy pronto en Valencia. Más información sobre
el congreso en (http://www.uv.es/secal).

• CCoonnggrreessoo  BBaarrcceelloonnaa  22001133:: se han constituido los
comités científicos y organizador. Ambos ya
están trabajando de cara al próximo evento.

• PPrreessiiddeenncciiaa  rreecciibbiióó  uunn documento de propuesta
para celebrar el ccoonnggrreessoo  ddee  SSEECCAALL  22001155 en Cá-
ceres, junto con SPCAL. Otra de las sedes que
opta a la organización es Las Palmas de Gran Ca-
naria. La próxima Junta será la que tome la deci-
sión sobre la sede del congreso y lo presentará a
la Asamblea para su aprobación.

Formación:
• Se acuerda publicar el Libro Blanco de Formación

en el área restringida de la página web
(http://www.secal.es > “Formación” > “Conve-
nios y ayudas de formación” > “Libro Blanco de
Formación de la SECAL”). Se valora muy positi-
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vamente el desarrollo de las Jornadas Técnicas y
su promotor, propone una nueva línea de trabajo
que transcurra paralela a ésta. Esta nueva línea
consiste en que SECAL oferte sus propias activi-
dades formativas. Se sugiere enlazar esta idea
con la de formación online. Quedan concretar,
entre otros aspectos, cómo se acreditarían estas
actividades como formación continuada.

Comunicación:
• La VVooccaallííaa  ddee  CCoommuunniiccaacciióónn propone que tras la

buena acogida del programador/calendario de
2011, se empiece a trabajar en el del año que
viene. Se prevé poder distribuirlos entre los so-
cios en el congreso de Valencia. Por otro lado, se
aprueba la elaboración de un Libro Blanco de Co-
municación, que recoja las líneas principales de
actuación de esta Vocalía.

Relación de SECAL con otras entidades:
• PPaattrrii  VVeerrggaarraa  ha sido elegida pprreessiiddeennttaa  ddee  IICCLLAASS..

Asimismo, Javier Guillén formará parte del Co-
mité Ejecutivo. Patri deja la representación de la
SECAL en FFEELLAASSAA, por lo que la Junta propondrá
un nuevo miembro.

• LLaabboorraattoorryy  AAnniimmaallss  LLttdd.. busca estrategias efi-
cientes para aumentar su factor de impacto. Por
otro lado, pretende dar mayor difusión a las con-
vocatorias de becas y ayudas que ofrece, así
habrá un mayor número de entidades que se be-
neficien de este apoyo. Por otro lado, Javier Gui-
llén ha entrado a formar parte del Consejo de
Gobierno de esta entidad, al que ya pertenece
José María Orellana.

• El pasado 17 de mayo, FFEELLAASSAA puso en circula-
ción un par de ddooccuummeennttooss con objeto de que
fueran valorados por las asociaciones que la con-
forman (“Rodent identification” y “Guidelines for
the refinement of methods for genotyping ge-
netically modified rodents”). A principios de
junio y en representación de la SECAL, Belén Pin-
tado mandó un escrito con las conclusiones. La

evaluación fue positiva para ambos documentos,
con una única sugerencia sobre los métodos de
extracción de ADN.

• La SECAL ha participado en el último CCoonnsseejjoo  GGee--
nneerraall  OOrrddiinnaarriioo  ddee  CCOOSSCCEE  (Confederación de So-
ciedades Científicas de España), interviniendo en
las elecciones para la renovación parcial de su
Junta de Gobierno.

Otros asuntos:
• TTeessoorreerrííaa comunica que se ha decidido cobrar las

cuotas anuales de los socios a principios de año.
Antes de proceder al cargo, se anunciará a través
de SECAL-L, tal y como se ha hecho en el 2011.

• Dolores G. Olmo y Marta Giral presentan una pprroo--
ppuueessttaa  ddee  mmeejjoorraa  yy  aammpplliiaacciióónn  ddee  hheerrrraammiieennttaass  yy
rreeccuurrssooss  ddee  llaa  ppáággiinnaa  wweebb, entre las que se inclu-
yen: un motor de búsqueda, registro de usuarios
y modificación de datos online, bolsa de trabajo,
etcétera. La propuesta queda aprobada por una-
nimidad. En breve podremos ver los resultados.

• SSeeccrreettaarrííaa informa que actualmente somos 445
socios y que en el 2011 se ha alcanzado el mayor
número de altas de socios desde el año que se
constituyó la Sociedad.

• Ya se está realizando la rreeiimmpprreessiióónn  ddeell  lliibbrroo  ddee
““CCiieenncciiaa  yy  TTeeccnnoollooggííaa  ddeell  AAnniimmaall  ddee  LLaabboorraattoorriioo””,
costeado en su totalidad por la Universidad de Al-
calá de Henares. Se estima que en breve verá la luz.

• Hernán Serna informa que hay una iniciativa para
crear la AAssoocciiaacciióónn  CCoolloommbbiiaannaa  eenn  CCiieenncciiaa  yy  BBiieenn--
eessttaarr  ddeell  AAnniimmaall  ddee  LLaabboorraattoorriioo  ((AACCCCBBAALL)), y soli-
citó el apoyo de la SECAL para materializarla. Los
miembros de la Junta son unánimes en el apoyo
de esta iniciativa y contribuirán en todo lo nece-
sario, dentro de las posibilidades de la SECAL. 

La próxima reunión de la Junta de Gobierno será por
teleconferencia y tendrá lugar el 20 de septiembre de
2011. 
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Noticias de la SECAL

Antecedentes
Durante los últimos 30 años, la Unión Europea (UE)

ha adoptado una serie de legislaciones referentes a la
protección de los animales, entre los que se incluyen
los utilizados para fines científicos. Por otra parte, la UE
se ha adherido al principio de que más allá de los ob-
jetivos específicos, las personas tienen el deber ético
de atender a los animales que están bajo su responsa-
bilidad. La legislación en estos campos refleja la im-
portancia cada vez mayor que otorga la opinión pública
a la dimensión ética de las actividades económicas con
animales. 

En 2006, la Comisión adoptó el primer Plan de Ac-
ción de la UE sobre la Protección y Bienestar de los Ani-
males 2006-2010 del que se describieron sus líneas
estratégicas y sus acciones futuras. El Plan de Acción
fue el primer documento que agrupaba en un solo
texto los diferentes aspectos de la política de la UE
sobre Bienestar Animal (BA). 

La Evaluación
En noviembre de 2009, las empresas inglesas GHK

Consulting Ltd y ADAS UK Ltd fueron comisionadas por
la Comisión Europea, Dirección General de Salud y Po-
lítica de Consumidores (DG SANCO), para evaluar la po-
lítica de la UE en lo que se refiere a bienestar animal
(EUPAW: EU Policy on Animal Welfare -Siglas de Polí-
tica de la Unión Europea en Bienestar Animal), para
animales de granja, de experimentación, de compañía
y silvestres que se mantienen en cautividad o se so-
meten a tratamientos controlados por los seres huma-
nos. La evaluación pretende analizar hasta qué punto
las actuaciones en bienestar dirigidas a los animales

pueden afectar al funcionamiento del mercado interno
de la UE, y analiza cuatro posibles tipos de acción: (i)
legislación, (ii) investigación, (iii) comunicación y (iv)
actividades internacionales. Esta evaluación se ha ba-
sado en un conjunto de  preguntas concretas con los
siguientes objetivos:

• Analizar los posibles resultados positivos y/o ne-
gativos de la política de la UE sobre BA y com-
pararlos con los objetivos.

• Valorar la eficiencia de la política a la hora de sa-
tisfacer estos objetivos y su coherencia con las
actuaciones en otras áreas.

• Determinar si es necesario realizar cambios en la
política sobre BA y sugerir posibles mejoras.

• Realizar recomendaciones para el diseño de la
futura política, teniendo en cuenta los aspectos
socioeconómicos.

Impacto del uso de animales de
experimentación en la UE

El uso de Animales de Experimentación (AE) se pro-
duce en una escala menor que la de los animales de
granja, pero juega un papel importante en una variedad
de investigación y desarrollo (I+D). Se calcula en torno
a los 12 millones/año. Aunque el informe no aporta un
número concreto, se estima en varias docenas el nú-
mero de establecimientos criadores y proveedores de
animales con fines experimentales. Cada año se inician
aproximadamente 9.300 nuevos proyectos de I+D en la

Evaluación de la Política de Bienestar
Animal de la Unión Europea, relacio-

nada con la experimentación animal.

OCTUBRE DE 2011

Resumen del Análisis del Informe realizado por SECAL
EEllaabboorraaddoo  ppoorr  JJ..MM..  ZZúúññiiggaa..  JJuunnttaa  DDiirreeccttiivvaa..



UE-25 que involucran el uso de animales, y que a me-
nudo duran varios años. La media de coste por proyecto
de investigación se estima en unos 300.000 € en tres
años. Esto sugiere que los gastos anuales son del orden
de 3.000 millones de euros para proyectos de investi-
gación que utilizan animales. Sobre esta base, el nú-
mero de personas empleadas en proyectos de I+D con
animales en la UE se estima en unas 28.000. El des-
glose porcentual en relación al lugar en el que se reali-
zan los proyectos de investigación es el siguiente:

• Universidades: 68% de los proyectos, aproxima-
damente. 

• Organizaciones comerciales, tipo laboratorios far-
macéuticos: 12,6%  

• Institutos o centros de validación estatales: 3,6%

• Otros organismos públicos: 9,4% 

• Organizaciones sin ánimo de lucro: 4,2%  

• Hospitales (1,2%) y Laboratorios de salud pública
(0,6%)  

Los sectores industriales que usan animales de ex-

perimentación son el farmacéutico, el químico, y los

productores de pesticidas, alimentos y piensos. Colec-

tivamente suponen unas 343.000 empresas en la UE,

con una facturación de 1.680 mil x 106
€ , ocupando a

un número estimado de 6.5 106 de personas.

La Encuesta de Evaluación
Como ya hemos indicado, la evaluación se realizó

mediante una serie de preguntas muy concretas. Des-
pués de haber sido valorada por varios miembros de
la SECAL, consideramos que el método de rastreo e
identificación del problema mediante una encuesta,
parece acertado. Los tamaños de muestra en los dife-
rentes ítems de consulta son bastante adecuados y
pueden dar resultados objetivos de la EUPAW, aunque
creemos que son más aplicables para la UE de los 15,
y menos para la UE de los 27, especialmente los países
del Este de nueva incorporación.

Coincidimos con la mayoría de las consideraciones
realizadas, aunque añadimos diferentes comentarios
en referencia a los animales de experimentación. Pre-

sentamos para cada pregunta una valoración desde nu-
estro punto vista. 

Pregunta 1. ¿En qué medida la legislación de la UE

sobre BA ha conseguido su principal objetivo, es

decir, mejorar las condiciones de bienestar de los

animales en el interior de la Unión?

Esta pregunta es la que ocupa al menos el 50% de

la evaluación y en ella se plantean las cuestiones más

relevantes. 

SSoobbrree  llaa  ppeerrmmiissiivviiddaadd  ddee  llaa  DDiirreeccttiivvaa  8866//660099//CCEEEE  

Coincidimos en la lentitud de aplicación de la Direc-

tiva, en especial en los países en vías de desarrollo de

la UE, frente a otros con niveles de cumplimiento muy

superiores. En general la legislación NO ha sido bien

acogida por los usuarios. Su cumplimiento no se ha ma-

terializado hasta la puesta en marcha de los comités éti-

cos de experimentación animal (CEEA), por imperativo

de las instituciones oficiales financiadoras de I+D+i y

como exigencia indirecta de los Comités Evaluadores de

las revistas científicas con índice de impacto. 

Las instalaciones de producción y experimentación

animal (EA) se han ido mejorando y esto ha permitido

aplicar los mínimos legales establecidos de estabula-

ción y cría. Igualmente, los profesionales del sector

(responsables o directores técnicos de instalaciones)

han favorecido su cumplimiento.  

Es muy acertado el desarrollo de las 3Rs, si bien no

queda claro que se esté generalizando su uso en el

caso de evaluación de productos químicos en sentido

amplio y que su implantación esté asociada a una re-

ducción cuantitativa significativa en el número de AE

utilizados. En el periodo de valoración (2002-2008), no

se aprecia una reducción apreciable en el uso de ani-

males en los países claves (Francia, Inglaterra, Alema-

nia) y no se dispone de información de países

importantes como Suiza (Tabla 1).

�
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Tabla 1.- Tendencias del uso de animales de experi-
mentación en la EU entre 2002 y 2008. 

SSoobbrree  eell  ttrraannssppoorrttee

Aún no se ha conseguido estandarizar un sistema
adecuado de transporte para los animales de experi-
mentación, posiblemente debido a su escasa impor-
tancia cuantitativa. Existen iniciativas por parte de
algunas empresas proveedoras de animales de expe-
rimentación, mediante la adecuación de vehículos cli-
matizados, o bien interrumpiendo el transporte en
países mediterráneos durante los meses estivales. Pero
sólo se aplican en grandes ciudades o áreas de mayor
consumo. Las empresas de transporte habituales NO
quieren asumir el riesgo del transporte de este tipo de
animales, ni los incrementos de inversión en vehículos
especiales para ello. Con cierta frecuencia y por un

transporte inadecuado, aparecen lotes de animales
muertos por asfixia o similar. Este hecho se ha visto re-
ducido en los últimos años, si bien se siguen dando
casos.   

Se debería de implementar una legislación o articu-
lado específico más punitivo en el tema de transporte
de animales de experimentación. Los usuarios deben
ser conscientes de la importancia ética y de bienestar
de un transporte adecuado e incluir el sobre-coste de
un transporte correcto de puerta a puerta, en el precio
final del animal, al solicitar los proyectos de I+D+i.

SSoobbrree  llaass  iinnssppeecccciioonneess

Coincidimos con el informe sobre la disparidad de
criterios y el grado de eficacia y periodicidad de las ins-
pecciones. En el caso de España, esta periodicidad varía
entre comunidades autónomas, no existiendo criterios
estandarizados lo que contribuye a que se mantengan
instalaciones no autorizadas. 

Pregunta 2. ¿En qué medida la legislación de la UE
sobre la protección de los animales ha asegurado el
correcto funcionamiento del mercado único para las
actividades afectadas?

Como punto de partida es necesario hacer una refle-
xión sobre la armonización de la legislación entre los
países de la UE.

SSoobbrree  llaa  aarrmmoonniizzaacciióónn  ddee  llaa  lleeggiissllaacciióónn  

En cuanto a la armonización, son bien patentes las
diferencias entre países y su grado de cumplimiento.
Estas diferencias se dan incluso dentro de un mismo
país, como es el caso de España, entre autonomías, lo
que acentúa el nivel de incumplimiento. A pesar de
ello, en los 6 años de evaluación (2002-2008), ha exis-
tido una aplicación progresiva y generalizada de la Di-
rectiva, en relación a las instalaciones, manejo y
mantenimiento de los animales. La mayoría de los paí-
ses miembro la han adoptado creando legislaciones es-
pecíficas de ámbito nacional y/o regional.
Desconocemos el estado de los nuevos países incorpo-
rados a la UE.

PAIS 2002 2008 % cambio

Belgium 695.091 725.370 4%

Denmark 371.072 297.568 -20%

Germany 2.071.568 2.021.782 -2%

Greece 515.423 28.021 -95%

Spain 262.042 897.859 243%

France 2.212.294 2.328.380 5%

Ireland 52.203 112.835 116%

Italy 924.889 864.318 -7%

Luxembourg 5.320 3.830 -28%

Netherlands 640.930 501.056 -22%

Austria 192.062 220.456 15%

Portugal 44.577 50.888 14%

Finland 644.880 138.600 -79%

Sweden 281.184 484.604 72%

UK 1.817.485 2.266.884 25%

EU15 10.731.020 10.942.451 2%
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Coincidimos en que la Directiva de 1986 estuvo en

vigor casi 25 años y en este período hubo cambios

apreciables en la sensibilidad social frente al uso de

animales, la puesta a punto de los sistemas de regis-

tros de instalaciones y su inspección, y otros muchos

aspectos relacionados con los AE. Pieza clave ha sido la

puesta en marcha de los CEEA que eran inexistentes en

los países menos desarrollados.

La nueva Directiva viene a ratificar lo que se está

aplicando en bastantes estados miembros, y pasará de

ser una simple guía de recomendaciones a una direc-

triz de aplicación real al incluir los niveles permisibles

de sufrimiento de los procedimientos, y otros aspectos

concretos tendentes a mejorar el estado de los anima-

les en sentido amplio. 

EEffeeccttooss  ssoobbrree  eell  ccoommeerrcciioo  ddee  pprroodduuccttooss  rreellaacciioonnaaddooss

En lo referente al comercio de animales de experi-

mentación, resulta preocupante la tendencia a con-

centrar la producción en determinados países

miembros y que se dejen de producir in situ. Además

de poder provocar desabastecimiento por circunstan-

cias empresariales y problemas de contaminación de

las barreras, implica transporte, aún deficiente para

este tipo de animales. Habría que evaluar el impacto

comercial con mayor visión, dado que en los últimos

10 años han aparecido los animales modificados ge-

néticamente, se han utilizado otras especies animales,

y ha habido una reducción apreciable en la demanda

de los modelos clásicos. 

En cuanto a las tendencias en el uso de animales de

experimentación, el desproporcionado incremento que

se reporta para España (243%), se puede deber en

gran medida a que a partir de 2005-2006 se generalizó

el trasvase de la información estadística desde los cen-

tros registrados a las CCAA y de éstas a la Autoridad

Nacional.

En referencia a “si la legislación nacional de BA y su

aplicación ha podido afectar al mercado interior”, ha-

bría que añadir que la aplicación de la Directiva, y por

añadidura de la política sobre BA, ha podido suponer

un incremento en el coste de los animales y de la in-

vestigación en I+D+i, tal como manifiestan algunos co-

lectivos de investigadores. En el mismo sentido se

pronuncian las empresas productoras y las institucio-

nes privadas de I+D, tipo farmacéuticas, laboratorios de

ensayos biológicos o similares. 

Pregunta 3. ¿En qué medida la financiación que realiza

la UE para investigación y asesoramiento en BA ha

contribuido al desarrollo de actividades científicas es-

pecíficas en el campo de la legislación, la comunica-

ción, o de cara a iniciativas internacionales?

Es evidente que se debe hacer un mayor esfuerzo de

financiación de proyectos que reviertan en un aumento

del BA. Coincidimos con el informe en la importancia

del refinamiento. No obstante, no se refleja en el in-

forme la proliferación de estudios de preferencias y en-

riquecimiento ambiental realizados principalmente

entre 1995 y 2010, que han supuesto una mejora en el

mantenimiento de los animales de laboratorio en cau-

tividad. 

Se deben potenciar estudios dirigidos a mejorar las

condiciones de mantenimiento mediante la aplicación

de nuevas técnicas de enriquecimiento. Asimismo, re-

sulta necesario potenciar estudios relacionados con la

reducción de técnicas invasivas, aplicación de métodos

de reducción del dolor y sufrimiento. Reevaluar los cri-

terios de punto final, las fichas de supervisión del es-

tado del animal, los índices de BA y las escalas de

severidad, generando recomendaciones para las dife-

rentes áreas de conocimiento de la Biomedicina. La

nueva Directiva articula los grados de severidad de los

procedimientos, aportando una nueva herramienta de

evaluación legal de cara a los CEEA, lo que supone un

gran paso adelante.
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Pregunta 4. ¿En qué medida las acciones de la UE

destinadas a comunicar los resultados a los agen-

tes y a la opinión pública han contribuido a au-

mentar la concienciación y la responsabilidad

respecto al BA? 

Aunque se valora la aparición y desarrollo de pro-

gramas formativos e informativos online, considera-

mos que en esta cuestión no se ha realizado una

evaluación adecuada. En el informe se realizan una

serie de recomendaciones y se plantean estrategias a

desarrollar para evaluar el estado de la cuestión, pero

no se analiza realmente la situación.

En varios países de la UE existe cierta permisividad

por parte de las autoridades hacia los grupos extre-

mistas representados por el Frente de Liberación Ani-

mal (FLA). Se observa un incremento de sus acciones,

a menudo contra las personas y la propiedad, que se

quedan impunes y son libremente divulgadas por

medio de las redes sociales u otros foros. Estas actua-

ciones deberían de ser perseguidas como delitos y se

debería de plantear para ellas el criterio de ““TTOOLLEERRAANN--

CCIIAA  CCEERROO””. 

Da la sensación de que la EA se “esconde” en su ver-

dadera dimensión y se considera un “mal menor”. Por

el contrario, la UE debería de desarrollar una política

de divulgación mediante campañas informativas y for-

mativas del alcance e importancia para la salud, la se-

guridad alimentaria y otras prioridades sociales. A la

par, informar y divulgar el desarrollo y potencial del

principio de las 3Rs, la proliferación de redes o grupos

estructurados de estudio y evaluación de la ética y la

moral en el uso de animales en experimentación, y las

actuaciones de los CEEA. Queremos destacar en ese

sentido, y como modelo el ejemplo de divulgación re-

alizado en Brasil (“Ética na Pesquisa", ver en

www.eticanapesquisa.org.br ). 

Finalmente, se debe considerar que el “etiquetado

de BA” también es aplicable a los productos o procesos

de investigación realizados según los requerimientos

establecidos tanto por la legislación como por los Ani-

mal Welfare Center.

Pregunta 5. ¿En qué medida las iniciativas interna-

cionales de la UE respecto del BA han contribuido a

elevar la concienciación y a crear unos conocimien-

tos e ideas comunes sobre los problemas y estánda-

res del bienestar animal a nivel mundial? 

Creemos que para esta pregunta no se ha realizado

una evaluación real de la situación, al menos en lo re-

ferente a la EA. Existen dos elementos de actuación en

los que la UE ha contribuido a la implantación de los

estándares de BA en otras regiones del mundo.

En primer lugar, se ha realizado un esfuerzo en la ex-

portación del modelo formativo de los profesionales

relacionados con la EA (técnicos, experimentadores e

investigadores). Partiendo de las recomendaciones de

FELASA y de redes tipo ALFA (América Latina Forma-

ción Académica), y las Agencias de Cooperación Inter-

nacional tipo AECI. 

En segundo lugar, se ha exportado a terceros países

los estándares aplicados a los procesos de manteni-

miento y uso de los animales, sobre todo en procesos

que conllevan dolor o sufrimiento. En este caso se in-

siste en la importancia de la aplicación y exportación

de las Normas OCDE y de las Normas REACH específicas

de la UE. Es decir, existen actuaciones concretas que se

deben potenciar, y en las que la UE debe jugar un papel

fundamental y de referente mundial. 

Pregunta 6. ¿En qué medida las iniciativas interna-

cionales de la UE sobre bienestar animal han contri-

buido a establecer condiciones de mercado

homogéneas entre las empresas de la UE y las em-

presas de terceros países que exportan a la UE?
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Coincidimos con el informe en que el papel de la UE

debe ser fundamental en la activación y desarrollo de

políticas de BA homogéneas entre terceros países. Esto

es importante en el caso de los países emergentes o en

vías desarrollo, en especial y para el caso de España

por su relación con Latinoamérica. Para productos quí-

micos en general, provenientes de estos países, in-

cluido fármacos y cosméticos, se deberían requerir al

menos los niveles exigidos por el informe REACH. En el

caso de países como Canadá, Japón o EEUU, disponen

de legislación cada vez más restrictiva en BA. La mayo-

ría de las empresas multinacionales de los países más

desarrollados disponen de una política propia sobre BA,

con tendencia a disponer, cada vez más de la acredita-

ción AAALAC (http://www.aaalac.org/). Dicha situa-

ción afecta a las instituciones o empresas

subcontratadas para la realización del I+D+i.    

Pregunta 7. ¿En qué medida los instrumentos finan-

cieros actuales y los recursos financieros a nivel de la

UE se han adaptado a las necesidades de la EUPAW?

¿Sería necesario establecer instrumentos financieros

específicos y/o recursos especializados para iniciati-

vas de la UE relativas con el BA?

Coincidimos en que la aplicación de la Directiva ha

servido como argumento y motivación para elaborar

legislaciones más específicas y concretas en los países

de la UE. Esto ha supuesto inversiones en la mejora de

las instalaciones, se ha incentivado la formación y cua-

lificación del personal, y se han adoptado condiciones

de BA de manera generalizada. En definitiva, ha exis-

tido una adaptación de los recursos financieros a las

necesidades de EUPAW. En este sentido, la contribución

de los fondos FEDER ha sido clave para los países peri-

féricos de la UE. Igualmente coincidimos en las actua-

ciones identificadas que exigirían financiación y

recursos, a las que añadimos las siguientes:

• Apoyar y financiar programas de información y

formación de la sociedad en términos de BA e

importancia de la EA. 

• Apoyar y cofinanciar programas de intercambio

de información sobre ciencia y tecnología del AE

y asesoramiento del diseño, construcción y opti-

mización de instalaciones destinadas a la pro-

ducción y/o experimentación.

• Apoyar el desarrollo del I+D en toxicología de

cara a la  validación y registro de productos pro-

cedentes especialmente de países emergentes.

Pregunta 8. ¿En qué medida la EUPAW aborda las ne-

cesidades de los interesados y de los ciudadanos de

la UE? ¿Qué áreas necesitan cambios, en lo que se

refiere a sus objetivos, ámbitos, sistemas de gestión

o procesos? ¿Qué tipo de cambios?

Coincidimos tanto en el análisis, como en las priori-

dades indicadas en el informe. Se deberían dedicar es-

fuerzos a informar de las consecuencias beneficiosas

de la aplicación del BA y al equilibrio entre los colecti-

vos que quieren mayores cotas de BA y los que “aplau-

dirían” su reducción, sobre todo para reducir costes

económicos. Enfatizar que el BA y la ciencia de calidad

van cogidos de la mano y garantizan mejores resulta-

dos en I+D+i, sobre todo a medio y largo plazo.  

Pregunta 9. ¿En qué medida la intervención, obje-

tivos y actividades vinculados a la EUPAW suponen

un apoyo a otras políticas de la Unión Europea, o

puedan entrar en conflicto con alguna de ellas? ¿En

qué medida los elementos de la lógica de interven-

ción de la EUPAW se complementan internamente,

se dan apoyo mutuo y son coherentes? ¿Qué grado

de éxito ha tenido la EUPAW a la hora de promover

la coherencia y la complementariedad necesaria

entre las distintas políticas de la UE, en colaboración

con la Comisión y los Estados Miembro?



Coincidimos con el informe en la práctica ausencia

de áreas de conflicto con otras políticas de la UE. En re-

lación a posibles efectos sobre el Mercado Interior, la

política de la UE ha contribuido a mejorar las instala-

ciones de animales, en los países miembros, primando

la mejora de su estado de bienestar. Esto ha facilitado

mejores resultados en investigación y, por tanto, ha

hecho más eficientes a los países de la UE en lo refe-

rente a la obtención de nuevos medicamentos y nue-

vos avances en Biomedicina.

Respecto al comercio exterior, ha permitido el des-

arrollo de Biotecnología de calidad al mismo nivel que

USA, Canadá o Japón, y está contribuyendo a que tanto

países en vías de desarrollo como los emergentes ad-

quieran el mismo compromiso de aplicación de bi-

enestar en la EA. Sin duda, el marchamo de Bienestar

en todos los procesos genera una mejora en la pro-

ductividad y en la imagen empresarial. 

Pregunta 10. ¿En qué medida las políticas de bi-

enestar animal contribuyen a la sostenibilidad eco-

nómica de los sectores afectados (de animales de

explotaciones agrícolas y de animales de experi-

mentación)?

Los comentarios del informe para esta cuestión están

en línea con la pregunta anterior en cuanto a (i) la me-

jora de calidad de las empresas (ii) la imagen pública

de la EA, (iii) las cargas  administrativas y (iv) el nivel

de cumplimiento de la Normativa. Otro aspecto es la

reducción del número de animales utilizados, en espe-

cial los incluidos en el grupo de especies socialmente

sensibles (perro, gato, primate) cuyo coste de mante-

nimiento es más elevado y encierra una mayor des-

aprobación social. Por otra parte, una mejor imagen

social, como consecuencia de la aplicación de la EUPAW,

contribuye a potenciar el desarrollo de la investigación

en EA. Igualmente facilita la incorporación de nuevos

investigadores y reduce la deslocalización de la activi-

dad hacia terceros países más tolerantes con bajos ni-

veles de bienestar. 

Pregunta 11. ¿Qué costes conlleva la gestión de la

EUPAW para las administraciones públicas de los Es-

tados Miembro?

Se debería de armonizar entre los estados miem-

bros, y dentro de ellos a nivel de autonomías o regio-

nes, los organismos responsables del control de los

niveles de BA establecidos y del sistema de inspeccio-

nes. Se parte de que un sistema de inspecciones siste-

mático y periódico contribuiría al cumplimiento de la

legislación actual en términos de BA de manera efec-

tiva. No se deben descartar las penalizaciones me-

diante multas y expedientes contra las personas físicas

o instituciones que incumplen la ley. En este sentido, se

considera que en determinados casos las inspecciones

siguen siendo permisivas o poco eficaces. 

Se da la circunstancia de que una vez registrados los

establecimientos no se hacen posteriores seguimien-

tos. En este sentido, se debería de articular y unifor-

mar el sistema de inspecciones y la periodicidad de las

mismas. Coincidimos en que la responsabilidad debe

ser compartida entre las administraciones nacionales,

regionales y locales y cruzar la información entre ellas.

Creemos que el dato estimado de sólo 450 inspeccio-

nes para el conjunto de la UE por año es muy bajo.

El presente texto es un resumen de un informe más

completo en el que se incluyen las referencias. Se

puede consultar en www.secal.es
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Artículos

IInnttrroodduucccciióónn
Es conocido por la comunidad científica que la in-

troducción en el mercado de un gran número de nue-
vos productos farmacéuticos ha tenido una doble
consecuencia en nuestro entorno. Aunque muchos de
estos compuestos han contribuido a mejorar la calidad
de vida, un gran número están relacionados con de-
terminados riesgos debido a su toxicidad. La legisla-
ción actual exige que, previamente al registro y
comercialización, se evalúe la seguridad de todo tipo
de producto, por lo que resulta imprescindible utilizar
ensayos de toxicidad predictivos, con el fin de anular o
minimizar el uso de compuestos en los que la relación
riesgo/beneficio los declare no aptos para el uso so-
cial que fueron concebidos1.

Por lo general, los estudios mutagénicos y genotó-
xicos se llevan a cabo cuando ya se han realizado todos
los estudios de toxicidad aguda potencial del producto
a evaluar en dos especies, y por al menos dos vías de
administración de manera independiente2. Con estos
estudios se explora el riesgo asociado a daños directos
o indirectos sobre el material genético, donde una res-
puesta positiva deroga por lo general el paso del pro-
ducto a un segundo nivel de evaluación. En la

actualidad, se han descrito una amplia gama de ensa-
yos tanto in vivo como in vitro capaces de detectar el
daño genotóxico a los diferentes niveles de expresión,
todos con una alta sensibilidad y especificidad3. A su
vez, las agencias reguladoras han elaborado protocolos
estrictos para la realización de los mismos y sugieren
cual o cuales de ellos utilizar en cada momento, le-
gándole un peso preponderante a los ensayos in vivo.
Estos ensayos, además de ser costosos, tienen como
principal desventaja la inexistencia de un consenso en
el uso exclusivo de una especie animal determinada
que reproduzca fielmente los procesos fisiológicos a se-
mejanza de los humanos. Como regla general, el grupo
de mamíferos más utilizado ha sido el de los roedores,
principalmente las ratas y ratones4.

El problema principal al respecto radica en que los
investigadores utilizan las diferentes líneas genéticas
de ratas existentes del biomodelo de forma azarosa o
por conveniencia, pero en la mayoría de los casos esta
decisión está lejos de una base teórico-práctica que
justifique la selección, fundamentalmente por la falta
de estudios al respecto. Esto conduce a que en muchas
ocasiones, los resultados obtenidos por diferentes gru-
pos de investigación que trabajan productos semejan-

Evaluación y comparación de tres
líneas de ratas como biomodelos de

ensayos de genotoxicidad
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tes o del mismo grupo en diferentes momentos no
puedan ser comparables, debido a que es conocido que
las diferencias genéticas entre las líneas del biomodelo
presentan diferenciaciones en la expresión de los
daños a nivel del genoma5.

De ahí que en no pocas veces sea necesario repe-
tir un estudio debido a que los controles negativos pre-
sentan niveles de daños semejantes a los controles
positivos; aunque la peor de las consecuencias es real-
mente el  enmascaramiento de las verdaderas poten-
cialidades genotóxicas del producto a evaluar. Esto
ocurre debido a que el biomodelo tiene una tasa muy
baja de expresión del daño genotóxico y por ello, un
mayor margen a la hora de emitir un criterio de pro-
ducto seguro, lo que conduce a aceptar un compuesto
seguro cuando realmente no lo sea; o por el contrario,
cuando el biomodelo tiene una alta tasa de expresión
del daño genotóxico y consecuentemente un menor
margen para emitir un criterio de producto seguro, que
entonces conduciría a desechar un producto seguro por
concebirlo como genotóxico.5

Esta problemática conduce a pensar que en la ac-
tualidad, sólo aquellos productos que son muy segu-
ros o muy genotóxicos son verdaderamente
clasificados mientras que aquellos capaces de causar
“pequeños” daños pudieran estar mal clasificados; de
ahí la importancia de realizar un estudio comparativo
de las tasas espontáneas e inducidas de daños genéti-
cos en las líneas genéticas de ratas disponibles en
nuestro país a los diferentes niveles de expresión y a
través de diferentes técnicas, de forma tal que les per-
mita a los toxicogenéticos contar con una herramienta
potente, avalada estadísticamente, a la hora de selec-
cionar la línea genética de ratas para realizar los estu-
dios de mutagénesis y carcinogénesis.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue realizar la
evaluación y comparación entre ratas de ambos sexos
de las líneas genéticas Sprague Dawley, Lewis y Wistar,
teniendo en cuenta su respuesta basal e inducida a
sustancias mutagénicas como la ciclofosfamida (CF), en

el ensayo cometa alcalino de leucocitos de sangre pe-
riférica, ensayo de micronúcleos, aberraciones cromo-
sómicas en eritrocitos de medula ósea y en el ensayo
de la morfología de la cabeza del espermatozoide.   

MMaatteerriiaalleess  yy  mmééttooddooss
AAnniimmaalleess

Para este estudio se utilizaron ratas de las líneas
genéticas Sprague Dawley, Lewis y Wistar, adultos jó-
venes de ambos sexos (6-8 semanas), cuyo peso cor-
poral oscilaba entre 180-210 g al término de la
cuarentena. Se mantuvieron en locales separados bajo
condiciones controladas de temperatura (23 ± 2º C) y
humedad relativa  (60 % ± 10 %) y con ciclos de luz-
oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al alimento fue
ad libitum. El alimento suministrado fue pienso esteri-
lizable para ratas y ratones. Estas características fueron
comunes para todos los grupos experimentales eva-
luados en este ensayo. Durante todo el proceso expe-
rimental se respetaron los principios éticos establecidos
para la investigación con animales de laboratorio,
según los criterios éticos establecidos por el consejo
canadiense de cuidado animal6.

AAddmmiinniissttrraacciióónn  yy  ddoossiiffiiccaacciióónn

En todos los grupos experimentales, la sustancia se
administró en el horario de 10:30-11:30 a.m., y las con-
centraciones se ajustaron semanalmente en función
del aumento del peso corporal. Los animales se distri-
buyeron aleatoriamente en grupos de 5
animales/sexo/línea, con un total de 10 animales en
las dos réplicas realizadas. 

En el grupo experimental 1 se utilizaron animales
no tratados como control negativo. A estos animales
se les realizó la técnica de entubación gástrica para que
estuvieran expuestos a las mismas condiciones de ma-
nejo que los demás grupos, durante un periodo de 14
días.

En el grupo experimental 2 se utilizó el Tween 65
al 2 %, puesto que es el vehículo más utilizado en la
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mayoría de las preparaciones de sustancias oleosas,
útil como agente tensoactivo7, y en el grupo experi-
mental 3 se utilizó el NaCl al 0.9 %, útil como disol-
vente de la mayoría de las sustancias a preparar8.
Ambas sustancias fueron administradas por vía oral a
2 ml/kg durante un periodo de 14 días y preparadas 2
horas antes de la administración. 

En el grupo experimental 4 se utilizó como control
positivo la CF en dosis de 50 mg/kg, por vía ip (Ledo-
xina®, Lemri S.A.), diluida en disolución salina (NaCl)
al 0.9 %9. La disolución se administró inmediatamente
después de ser preparada, a las 48 horas y luego a las
24 horas, antes de la eutanasia programada a la misma
dosis antes descrita a razón de 10 ml/kg10.

Para el ensayo de la morfología de la cabeza del
espermatozoide, se utilizaron ratas machos de cada
línea evaluada, formando estos mismos grupos expe-
rimentales a la dosis y vía mencionada con anteriori-
dad, sólo que la administración de cada una de estas
sustancias fue durante 5 días consecutivos y luego es-
tuvieron sin administrar 52 días (duración del ciclo es-
permático de la rata)8.

OObbsseerrvvaacciioonneess  ccllíínniiccaass

Se realizaron dos observaciones clínicas diarias, en
el horario comprendido entre las 8:30-10:30 a.m. y las
3:00-4:30 p.m. Durante cada observación se tuvo en
cuenta el estado clínico general del animal, que incluía
la palpación para la detección de lesiones, posibles
afectaciones respiratorias, del sistema nervioso, car-
diovascular, gastrointestinal, estado de la piel, pelo, co-
loración de las mucosas y ojos. 

EEuuttaannaassiiaa

A todos los animales se les practicó la eutanasia
bajo atmósfera de éter hasta la pérdida total de los re-
flejos, para lo cual se tomaron las  medidas de seguri-
dad necesarias, siendo supervisado este proceso de
forma tal que los animales  no mostraran signos de
dolor o sufrimiento. En el caso de los grupos experi-

mentales 1, 2 y 3, la eutanasia fue 24 h después de la
última administración, en el caso del grupo experi-
mental 4 tratado con CF, la eutanasia se realizó 24
horas después de la segunda administración del mutá-
geno, haciendo coincidir el día de la eutanasia en todos
los casos.

EExxáámmeenneess  rreeaalliizzaaddooss

Ensayo cometa alcalino.

Al constatar la pérdida total de los reflejos, se ex-
trajo una gota de sangre de la cola equivalente a 15-
20 µl. Luego se procedió a verter la sangre en un vial
que contenía previamente 10 µl de heparina sódica,
manipulando las muestras a 4oC. El muestreo se rea-
lizó bajo luz atenuada para evitar daño adicional en el
ADN y de esta forma, disminuir los falsos positivos y
evitar que la manipulación constituyera un factor de-
terminante de los resultados11. 

Electroforesis alcalina de células individuales en
leucocitos de sangre periférica: Las muestras (15-20 µl)
fueron suspendidas en 140 µl de agarosa de bajo punto
de fusión al 0.5 %. Luego se añadieron láminas pre-
viamente preparadas con agarosa. Se sumergieron en
solución de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM y Tris 10
mM, 1 % Tritón, 10 % DMSO, pH 10) durante 1.5 h a
4ºC y sometidas a 20 min de desenrollamiento en so-
lución reguladora de electroforesis (3 % NaOH 10 N,
0.5 % EDTA 200 mM, pH > 13). La electroforesis se re-
alizó a 300 mA y 1 V/cm durante 18-20 min. Las lámi-
nas fueron lavadas con solución reguladora de
neutralización utilizando el Tris 0.4 M a pH 7.5 y acla-
radas con agua destilada. La tinción se realizó con ni-
trato de plata al 0.05 %. Los nucleoides teñidos fueron
evaluados empleando un microscopio de transmisión
de luz, por tres observadores independientes, para
luego establecer un promedio entre lecturas12, 13. 

Análisis visual: Se analizaron 200 leucocitos/ani-
mal y 100 leucocitos/gel, cuantificándose 100 cometas
en el centro del gel. Cada cometa fue clasificado acorde
a la categoría  o grado de daño correspondiente en el
ADN entre 0 y 4. La magnitud del daño en el ADN fue
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expresado en unidades arbitrarias (UA) de acuerdo con
Collins en el año 200412, a partir de valores posibles en
un rango de 0-40014. 

El procedimiento para el cálculo de (UA) puede ser
resumido en la siguiente ecuación:

UA= 0 x TCG0 + 1 x TCG1+ 2 x TCG2 + 3 x TCG3 + 4 x TCG4.

-TCG0= Total de células, grado 0 (células no dañadas).

-TCG1= Total de células, grado 1 (mínima frecuencia de
lesiones en el ADN).

-TCG2= Total de células, grado 2 (daño bajo, con fre-
cuencia baja de lesiones en el ADN).

-TCG3= Total de células, grado 3 (daño alto, con fre-
cuencia alta de lesiones en el ADN). 

-TCG4= Total de células, grado 4 (células totalmente da-
ñadas).

Ensayo de micronúcleos en médula ósea.

Un fémur de cada animal fue extraído y la cavidad
medular se lavó por flujo con 4 ml de suero bovino
fetal. La médula así obtenida se centrifugó a 1000 rpm
durante 10 minutos y tras eliminar el sobrenadante, se
realizó un frotis del botón celular en láminas portaob-
jetos15. Después de montadas las láminas (mínimo:
2/animal) se mantuvieron 24 horas a temperatura am-
biente para su secado y posteriormente se fijaron en
metanol absoluto durante 5 minutos, para su posterior
tinción en Giemsa al 5% durante 12-15 minutos. Las
láminas fueron codificadas, el análisis se realizó por
tres observadores independientes y las observaciones
realizadas “a ciegas”. Se contabilizó la presencia de eri-
trocitos policromatófilos (EP) y normocromatófilos (EN)
en 2000 células/animal. Además, se calculó la fre-
cuencia de EP portadores de micronúcleos (MN-EP) en
2000 EP/animal, según los requisitos establecidos16.
Posteriormente se calculó el índice de citotoxicidad
dado por la relación de EP/EN de la población total de
eritrocitos y el número de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN
en cada grupo. 

Ensayo de aberraciones cromosómicas en médula
ósea.

En el horario de la mañana (2 horas antes de la eu-
tanasia), la división celular en metafase se detuvo uti-
lizando colchicina (6 mg/kg, vía ip). Un fémur de cada
animal fue extraído y la cavidad medular se lavó con 3
ml de suero bovino fetal (SBF)16. La suspensión celular
se centrifugó, eliminándose el sobrenadante. Después
de un tratamiento hipotónico de las células del botón
con KCl (0.075 M), se realizó una segunda centrifuga-
ción. El botón celular se fijó en una mezcla de metanol-
ácido acético glacial (3:1) durante 15 minutos. Se
realizaron 3 fijaciones con centrifugaciones sucesivas, y
se extendieron en láminas húmedas con enfriamiento
previo. Las láminas se secaron al aire y se tiñeron con
solución de Giemsa al 10 % durante 30-35 min. Se con-
tabilizaron 100 metafases por animal, determinándose
el número de células con aberraciones, frecuencia de
gaps y de rupturas e intercambios cromosómicos y cro-
matídicos16. También se calculó el índice mitótico IM %
(porcentaje de metafases en 1000 células leíbles) y el
número de células con poliploidía en 1000 células leí-
bles. Todas las determinaciones fueron realizadas por
dos observadores, para luego establecer un promedio
entre ambas.

Ensayo de la morfología de la cabeza del esper-
matozoide. 

Se realizó la extracción de ambos epidídimos, que
se redujeron a pequeños fragmentos, siendo deposita-
dos en placas Petri que contenían 3 ml de solución iso-
tónica de NaCl 0.9 %. La muestra se homogenizó con
pipetas Pasteur16. 

Conteo de espermatozoides: El contenido de la
placa se colocó en un tubo graduado, al que se le aña-
dió 0.05 ml de tripsina al 0.25 %. Transcurridos cinco
minutos de tripsinización se le añadió 2 ml más de
NaCl 0.9 %, luego se realizó una dilución del homoge-
neizado tripsinizado en NaCl - Formol al 1 % (1:10) y
se colocó en una cámara de Neubauer, contándose
ambos lados de la cámara al microscopio Olympus BH-
210, 17.
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Morfología del espermatozoide: Al tubo que conte-
nía la dilución del homogeneizado ya diluido se le aña-
dió cinco gotas de eosina al 1 %, dejándolo reposar
durante cinco minutos. Posteriormente, se extendió
una gota sobre una lámina seca y se colocó el cubre-
objeto16. Se prepararon dos láminas por animal y se
analizaron 500 espermatozoides; las observaciones
fueron realizadas “a ciegas” por dos observadores in-
dependientes para luego establecer un promedio entre
ambos. El criterio de clasificación se basó en cabezas
normales y anormales que incluye amorfas, banana,
sin gancho y con dos colas, además se valoró el % de
espermatozoides que contenían gota citoplasmática
como indicador de inmadurez celular17.

AAnnáálliissiiss  eessttaaddííssttiiccoo

Para las comparaciones entre todos los grupos y
entre especies para analizar parámetros del ensayo co-
meta (UA y los diferentes niveles de daño) se utilizó la
prueba U de Mann-Whitney16. Se estableció a priori un
nivel de significación α=0.05. 

Para el caso del ensayo de micronúcleos y de abe-
rraciones cromosómicas, se procedió a verificar los su-
puestos para realizar el análisis de varianza en las
variables continuas frecuencia de EP portadores de mi-
cronúcleos, índice de citotoxicidad (EP/EN) y el índice
mitótico. Los resultados obtenidos muestran que están
distribuidos normalmente (normalidad,  según el test
de Kolmogorov-Smirnov), existe dependencia entre las
observaciones y presentan homogeneidad de varianzas
(test de levene) 16. Por tanto,  se analizaron con el uso
de esta prueba estableciéndose un nivel de significa-
ción de α=0.05. Las variables categóricas (número total
de MN, número de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN, nú-
mero de células con aberraciones, frecuencia de gaps
y de rupturas e intercambios cromosómicos y cromatí-
dicos, así como el número de células con poliploidía),
se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado; el
nivel de significación establecido fue de α=0.01.

De igual forma, en el ensayo de la morfología de la
cabeza del espermatozoide se procedió  a verificar los
supuestos para realizar el análisis de varianza. Los re-

sultados obtenidos muestran que están distribuidos
normalmente (normalidad, según el test de Kolmogo-
rov-Smirnov), existe dependencia entre las observa-
ciones y presentan homogeneidad de varianzas
(prueba de Levene). Por tanto, todos los resultados se
analizaron mediante el método de análisis de varianza
(ANOVA)16, con un nivel de significación establecido de
α = 0.05. Todos los análisis se realizaron empleando el
Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA
(data analysis software system), versión 6.

RReessuullttaaddooss  yy  DDiissccuussiióónn
El hecho de poder observarse y medirse el daño en

células somáticas y germinales, evidencia que las
dosis, vía y número de exposiciones fueron las apro-
piadas para no lograr daño sistémico, al no observarse
animales con signos y síntomas indicativos de toxici-
dad.

En la Tabla 1 se observa que en las tres líneas de
ratas evaluadas en el ensayo cometa alcalino difirie-
ron los resultados entre los grupos controles negativos,
sustancias vehículos 1 y 2 contra los resultados obteni-
dos con el uso de la CF. Por otro lado, se observó menor
número de daño al ADN basal en la línea de ratas SD
en ambos sexos. Se obtuvo un porcentaje de nucleoi-
des con grado 0 en un rango entre 78.21 ± 9.10. Los re-
sultados de inducción obtenidos con la CF no difirieron
entre líneas, resultado que estuvo de manifiesto en
ambos sexos. Además, se puede apreciar que en las
tres líneas de ratas evaluadas la CF indujo un aumento
de nucleoides de grado 1 y 2, y en menor porcentaje
de grado 3 y 4, lo cual permite caracterizar el efecto
mutagénico de la CF en este ensayo in vivo. Los resul-
tados espontáneos e inducidos obtenidos en ratas SD
en el ensayo cometa de leucocitos de sangre periférica
concuerdan con los obtenidos por González y colabo-
radores (2004)18. El hecho de que ratas SD difirieran de
forma significativa en las variables de daño medidas
en el ensayo cometa con las otras dos líneas evaluadas,
reporta una gran utilidad, ya que las ratas SD constitu-
yen una línea heterogénea, con respuesta muy similar
a la de las poblaciones humanas, justificando su uso
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en la mayoría de los estudios farmacológicos y toxico-
lógicos preclínicos de drogas, vacunas y otros produc-
tos19.

En la Tabla 2 se aprecian los resultados del ensayo
de micronúcleos en médula ósea. La CF difirió nueva-
mente de los demás grupos en las tres líneas de ratas
evaluadas. El menor resultado basal de citotoxicidad
dado por la relación EP/EN se obtuvo en la línea de
ratas SD en ambos sexos, rangos que ya fueron repor-
tados por nuestro grupo de trabajo al utilizar esta línea
de rata en estudios de antigenotoxicidad20. Resultados
que difirieron de forma significativa entre esta línea y
las ratas Lewis y Wistar. En la línea SD los resultados
de citotoxicidad se encuentran entre 1.18 ± 0.06 y el
índice de genotoxicidad el cual igualmente difirió con
las demás líneas de ratas se encuentra en el rango de
un 0.15 ± 0.06 % de eritrocitos policromáticos con mi-
cronúcleos. Igualmente la respuesta de esta línea de
rata a la CF fue alta, pero menor a los resultados de
clastogenicidad obtenidos en las líneas Lewis y Wistar
en ambos sexos. Los resultados basales del total de MN
en ratas SD fue bastante bajo al compararse con las
demás líneas evaluadas y en ambos sexos estando en
un rango entre 22-32 MN totales.  Por otra parte, la CF
indujo un número considerable de MN en esta línea de
ratas, pero su mayor efecto clastogénico se logró en la
línea de ratas Wistar y en machos. Las diferentes res-
puestas a la CF encontradas entre estas líneas de ratas
se debe al factor metabólico del fármaco y en res-
puesta a diferentes niveles de expresión de los genes
que codifican la enzima citocromo P-4501A1 en el hí-
gado, ya que en estudios pasados se ha demostrado
que existen diferencias moleculares y conformaciona-
les en este enzima entre diferentes especies y entre
diferentes líneas de ratas. Esta enzima hepática es fun-
damental en la fase I del metabolismo de xenobióticos,
que participa en el metabolismo de la CF en el hígado
al utilizarse como droga citotástica21, 22.

Los resultados del ensayo de aberraciones cromo-
sómicas (Tabla 3), demuestran una vez más el uso más
eficiente de ratas SD como biomodelos en los ensayos
de genotoxicidad. Nuevamente, las variables analiza-

das teniendo en cuenta aberraciones de tipo estructu-
ral y el índice mitótico difirieron entre las ratas SD en
ambos sexos al compararse con las líneas Lewis y Wis-
tar.  Se obtuvieron los resultados basales más bajos de
células con aberraciones en ratas SD; estando en el
rango entre 17-23, la CF indujo en esta línea de ratas
entre 220-246 células totales con aberraciones. Pero su
mayor efecto mutagénico se logró en la línea de ratas
Lewis al inducir entre 342-360 células aberradas es-
tructuralmente. Por otra parte, difirieron los índices mi-
tóticos obtenidos entre la línea SD y las demás
evaluadas, como parámetro fundamental de daño ci-
totóxico. En la línea de ratas SD se obtuvieron los re-
sultados de índice mitótico más altos, estando en el
rango de 4.81-5.29 %, y el menor número de células
con poliploidía (1-3) como parámetro de aberraciones
de tipo numérico, así como el menor número de abe-
rraciones de tipo Gaps (4-8). Estos parámetros difirie-
ron entre esta línea y las demás evaluadas y en ambos
sexos. Tanto en la línea SD como en la Wistar y Lewis,
la CF indujo altos índices de citotoxicidad y genotoxici-
dad. En la línea de ratas Wistar llegó a inducir la for-
mación de 45-48 metafases con poliploidía y de
99-100 células con aberraciones tipo Gaps. Además, en
esta misma línea de ratas fue capaz de disminuir el
porcentaje de células en metafase (IM), estando en el
rango entre 2.93-3.02%. Los resultados de aberracio-
nes cromosómicas endógenas e inducidas en ratas SD
concuerdan con los obtenidos por nuestro grupo de tra-
bajo, al evaluar dos mutágenos en diferentes diseños
de dosis y número de exposiciones utilizando este bio-
modelo23.

La Tabla 4 muestra los resultados del ensayo de la
morfología de la cabeza del espermatozoide, al eva-
luar ratas SD, Lewis y Wistar machos. Las ratas SD ma-
chos superaron a las demás líneas evaluadas en cuanto
al número de espermatozoides normales de forma
basal, estando en el rango de 455.3 ± 19.4. De las otras
dos líneas evaluadas, la que mayores resultados de es-
permatozoides anómalos basales obtuvo fue la Lewis,
con  75.1 ± 8.1 en 500 células contables. Por otro lado,
en las tres líneas evaluadas se logró un ambiente ge-
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notóxico en las células germinales con el uso de la CF,
obteniéndose mayores resultados de inducción de es-
permatozoides anómalos en la línea de ratas Lewis,
con 36.2 ± 9.7 espermatozoides dañados en un total
de 500 células registradas como promedio. A su vez, al
inducir la CF estas formas anómalas justifica su uso
como control positivo en protocolos de estudios de te-
ratogénesis y fertilidad24, y al inducir un alto efecto ci-
totóxico y genotóxico en células germinales justifica el
uso de la rata como biomodelo experimental en estu-
dios de toxicología de la reproducción25-28.

Se obtuvo como resultado final que la línea de ratas
SD en ambos sexos difiere significativamente de las
demás líneas en las que se encontraron los índices es-
pontáneos más bajos e inducidos aceptables con CF, te-
niendo en cuenta los indicadores tales como
concentración espermática en epidídimos, frecuencia
espontánea de cabezas de espermatozoides anómalas,
número de eritrocitos en médula ósea con micronú-
cleos, índice de citotoxicidad (relación entre eritrocitos
jóvenes/eritrocitos maduros), total de células con abe-
rraciones estructurales en los cromosomas, índice mi-
tótico (número de células que se encontraban en la
fase de división celular de metafase) y el porcentaje
de leucocitos en sangre periférica que experimentan
daño en el ADN según niveles de menor a mayor daño. 

Este trabajo permitirá utilizar la mejor línea de ratas
como biomodelo en los ensayos de genotoxicidad y an-
tigenotoxicidad de productos naturales, fármacos, va-
cunas y otros. Además conducen definitivamente a una
disminución de los costos totales en los ensayos de to-
xicogenética. Desde el punto de vista científico y so-
cial, este estudio permitirá una evaluación objetiva del
potencial genotóxico de los productos a evaluar y con-
secuentemente resguardar la seguridad del paciente o
consumidor. 

De forma bioética contribuye a impulsar diseños ra-
cionales de los experimentos y con ello, a la disminu-
ción en el número de animales de experimentación,
cumpliendo de esta forma con el principio de las tres
Rs (Reemplazo, Reducción y Refinamiento) planteado

por las sociedades protectoras del bienestar animal y
las directivas de las agencias reguladoras de medica-
mentos.
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H 32aa 1,19 ± 0,06aa 0,22 ± 0,01aa

M 27aa 1,20 ± 0,03aa 0,19 ± 0,05aa

H 29aa 1,21 ± 0,02aa 0,20 ± 0,02aa

M 30aa 1,19 ± 0,04aa 0,21 ± 0,02aa

H 25aa 1,18 ± 0,04aa 0,17 ± 0,05aa

M 22aa 1,18 ± 0,06aa 0,15 ± 0,06aa

H 250**aa 0,89 ± 0,04*aa 1,74 ± 1,03*aa

M 241**aa 0,90 ± 0,03*aa 1,68 ± 0,92*aa

SSeexxoo MMNN EEPP//EENN MMNN--EEPP  ((%%))GGrruuppoo
RRaattaass  SSpprraagguuee  DDaawwlleeyy  ddee  aammbbooss  sseexxooss

RRaattaass  LLeewwiiss  ddee  aammbbooss  sseexxooss

RRaattaass  WWiissttaarr  ddee  aammbbooss  sseexxooss

H 48 1,11 ± 0,02 0,33 ± 0,05

M 47 1,09 ± 0,03 0,32 ± 0,06

H 49 1,12 ± 0,02 0,34 ± 0,06

M 50 1,13 ± 0,02 0,34 ± 0,05

H 42 1,10 ± 0,03 0,29 ± 0,07

M 44 1,13 ± 0,02 0,30 ± 0,07

H 295** 0,82 ± 0,02* 2,03 ± 1,48*

M 291** 0,81 ± 0,02* 2,00 ± 1,08*

H 54 1,12 ± 0,03 0,37 ± 0,02

M 49 1,14 ± 0,02 0,34 ± 0,04

H 50 1,10 ± 0,03 0,34 ± 0,05

M 55 1,11 ± 0,03 0,38 ± 0,03

H 51 1,10 ± 0,03 0,35 ± 0,03

M 46 1,12 ± 0,04 0,32 ± 0,05

H 292** 0,79 ± 0,03* 2,01 ± 1,56*

M 298** 0,80 ± 0,02* 2,05 ± 1,16*

Control negativo

Sustancia vehículo 1

Sustancia vehículo 2

Control positivo (CF) 1

Control negativo

Sustancia vehículo 1

Sustancia vehículo 2

Control positivo (CF) 1

Control negativo

Sustancia vehículo 1

Sustancia vehículo 2

Control positivo (CF) 1

�

30

TTaabbllaa  22.. Comparación teniendo  en cuenta el número total de eritrocitos poli y normocromá-
ticos, índice de citotoxicidad y porcentaje de EP con micronúcleos en médula ósea de ratas
Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos

CF (Ciclofosfamida). 1Administración por vía ip. Determinaciones en 2 000 células/animal.*p<0.05 
(comparación con el control negativo en la misma línea genética, ANOVA). aa=p<0.05 (Difiere al compa-

rar entre líneas teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA).
(XX media; DDEE desviación estándar, para las dos series experimentales). **p<0.01 (comparación con el
control negativo en la misma línea genética, Prueba no paramétrica de X2, para las dos series experi-

mentales).
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TTaabbllaa  33.. Resultados de la comparación de la frecuencia espontánea e inducida de aberraciones cromosó-
micas en médula ósea de ratas Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos.

aX ± D.E, De un total de 10 000 células/grupo/serie para un total de 20 000 células evaluadas, *p<0.05; ANOVA.
b **p<0.01; prueba no paramétrica X2 (comparación contra el control negativo para ambas pruebas, en la misma línea genética).

c=Comparación entre líneas genéticas teniendo en cuenta el análisis estadístico en las mismas variables.

H 4,81 ± 0,10cc 1cc 5cc 18cc
M 4,93 ± 0,09cc 2cc 6cc 17cc
H 3,40 ± 0,26*cc 28**cc 69**cc 246**cc
M 3,58 ± 0,43*cc 23**cc 62**cc 220**cc
H 4,97 ± 0,21cc 3cc 8cc 19cc
M 5,12 ± 0,18cc 2cc 7cc 18cc
H 5,19 ± 0,32cc 1cc 6cc 20cc
M 5,29 ± 0,25cc 3cc 4cc 23cc

RRaattaass  SSpprraagguuee  DDaawwlleeyy  ddee  aammbbooss  sseexxooss

RRaattaass  LLeewwiiss  ddee  aammbbooss  sseexxooss

RRaattaass  WWiissttaarr  ddee  aammbbooss  sseexxooss

Control
Negativo

Ciclofosfamida
(50 mg/kg, i.p)

Sustancia
Vehículo 1
Sustancia
Vehículo 2

H 4,38 ± 0,11 7 16 50
M 4,41 ± 0,10 10 17 52
H 2,99 ± 0,11* 42** 90** 342**
M 3,10 ± 0,13* 40** 96** 360**
H 4,33 ± 0,15 13 19 51
M 4,51 ± 0,09 16 20 55
H 4,47 ± 0,16 19 18 57
M 4,60 ± 0,08 24 20 60

Control
Negativo

Ciclofosfamida
(50 mg/kg, i.p)

Sustancia
Vehículo 1
Sustancia
Vehículo 2

H 4,32 ± 0,13 9 20 55
M 4,37 ± 0,11 16 22 51
H 2,93 ± 0,09* 48** 99** 339**
M 3,02 ± 0,10* 45** 100** 354**
H 4,26 ± 0,16 18 21 53
M 4,40 ± 0,10 19 18 58
H 4,42 ± 0,14 22 23 59
M 4,55 ± 0,10 22 18 61

Control
Negativo

Ciclofosfamida
(50 mg/kg, i.p)

Sustancia
Vehículo 1
Sustancia
Vehículo 2

GGrruuppooss SSeexxoo IIMM  ((%%))aa
CCéélluullaass  ccoonn
PPoolliippllooiiddííaabb GGaappssbb ##  ddee  CCéélluullaass  ccoonn

aabbeerrrraacciioonneessbb



�

32

TTaabbllaa  44..  Comparación en la morfología de la cabeza del espermatozoide, % de espermatozoides con
gota citoplasmática  y concentración espermática en epidídimos de ratas machos Sprague Dawley,
Lewis y Wistar.

(CN: Control negativo, SV1: Sustancia vehículo 1, SV2: Sustancia vehículo 2, CF: Ciclofosfamida). EGC: Espermatozoi-
des con gota citoplasmática. 

aAdministración por vía ip, durante 5 días. Determinaciones en 500 células/animal. *p<0.05 (comparación con el
control negativo en la misma línea genética, ANOVA). aa=p<0.05 (Difiere al comparar entre líneas teniendo en

cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA).
(XX media; DDEE  desviación estándar, para las dos series experimentales).

RRaattaass  SSpprraagguuee  DDaawwlleeyy  

20 460,4 ± 19,4aa 39,6 ± 10,4aa 7,5 ± 2,3aa 2,18 ± 0,5aa

20 460,6 ± 8,3aa 39,4 ± 8,3aa 6,4 ± 3,2aa 2,09 ± 0,3aa

20 455,3 ± 17,5aa 44,7 ± 13,5aa 8,9 ± 4,1aa 1,97 ± 0,2aa

20 408,0 ± 7,0*aa 92,0 ± 7,0*aa 43,2 ± 6,1*aa 0,81 ± 0,3*aa

RRaattaass  LLeewwiiss  

20 430,7 ± 9,2 69,3 ± 9,2 10,6 ± 6,1 1,81 ± 0,4

20 432,4 ± 7,8 67,6 ± 7,8 11,8 ± 5,9 1,90 ± 0,2

20 424,9 ± 8,1 75,1 ± 8,1 14,1 ± 7,6 1,86 ± 0,2

20 372,1 ± 6,6* 127,9 ± 6,6* 60,6 ± 8,2* 0,63 ± 0,3*

RRaattaass  WWiissttaarr  

20 428,6 ± 7,9 71,4 ± 7,9 11,7 ± 5,2 1,79 ± 0,3

20 433,9 ± 8,8 66,1 ± 8,8 12,3 ± 4,9 1,89 ± 0,3

20 425,1 ± 9,3 74,9 ± 9,3 14,5 ± 6,2 1,81 ± 0,2

20 369,2 ± 4,2* 130,8 ± 4,2* 62,1 ± 9,7* 0,60 ± 0,3*

GGrruuppooss nn NNoorrmmaalleess AAnnoorrmmaalleess %%  EEGGCC CCoonncceennttrraacciióónn**((110066))
ccéélluullaass//mmll

CN

SV1

SV2

CF a

CN
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SV2

CF a
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Introducción
La obtención seriada de muestras de sangre de ro-

edores es una práctica rutinaria en estudios que se re-
alizan durante el desarrollo preclínico de fármacos,
principalmente en estudios de farmacocinética. La im-
plantación de cánulas intravasculares que se exteriori-
zan a través de la piel permite el acceso al torrente
circulatorio de manera permanente y facilita la extrac-
ción de múltiples muestras de sangre, minimizando el
malestar causado a los animales durante la práctica de
punciones repetidas y aplicación de otros métodos clá-
sicos de extracción de sangre que suponen un estrés
importante para el animal.

Actualmente, las ventajas de los modelos de ani-
males canulados se han visto incrementadas con la
aparición de sistemas automatizados de muestreo in
vivo, ya que los catéteres implantados de forma cró-
nica sirven para la conexión del animal al sistema de
extracción automática. El proceso de muestreo auto-
mático supone un avance metodológico que mejora la
calidad y la reproducibilidad de los resultados por va-
rias razones: 

1) Se realiza en animales conscientes con libertad
de movimiento, lo que proporciona un modelo
experimental más representativo de la fisiología
del organismo.

2) Permite obtener suficientes muestras a diferen-
tes tiempos para realizar curvas completas en un

mismo animal, lo que contribuye a una informa-
ción farmacocinética de mayor calidad.

3) Reduce el número de animales requerido para
los estudios. 

4) Garantiza una buena estandarización de la téc-
nica, a través de la programación de los tiempos
de muestreo y los volúmenes de extracción, en
comparación con las inevitables desviaciones de
la técnica manual. 

5) Hace posible la reutilización de animales en va-
rios estudios tras un periodo de recuperación
adecuado.

Estas técnicas han sido primeramente desarrolla-
das en roedores, tanto en rata como en ratón. Aunque
su aplicación en el ratón es más complicada, debido a
la dificultad de practicar una cirugía vascular en un ani-
mal de tamaño tan pequeño y conseguir una recupe-
ración post-operatoria óptima, el esfuerzo en la
implementación de la técnica en esta especie se justi-
fica por la amplia variedad de modelos experimentales
que se están obteniendo gracias a las técnicas de mo-
dificación genética, siendo una herramienta de estu-
dio muy importante para la extrapolación en humanos.

El éxito de la intervención quirúrgica y el manteni-
miento de la apertura de la vía implantada dependen
de la ausencia de procesos infecciosos e inflamatorios
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y otros factores que pueden obstruir el catéter, como la
formación de trombos. Para conseguir este objetivo, el
investigador debe estar correctamente entrenado, los
medios ser adecuados y los procedimientos quirúrgi-
cos y salas correctamente diseñados. No hay que
olvidar el papel relevante de la fase post-opera-
toria y todos los cuidados que se puedan ofrecer
desde el punto de vista del bienestar animal.

Procedimiento
MMeeddiiccaacciióónn  pprree--ooppeerraattoorriiaa

Previamente a la intervención quirúrgica, a
los animales se les administra una dosis única de
un antiinflamatorio no esteroideo como el Meta-
cam® (meloxicam: 1 mg/Kg) y un analgésico
opiáceo, Buprex® (buprenorfina: 0.03 mg/Kg),
por vía subcutánea.

IInndduucccciióónn  aanneessttééssiiccaa

Transcurridos unos 10 minutos tras la admi-
nistración de la medicación preoperatoria, se
anestesia al animal vía inhalatoria con isoflurano.
Se introduce el animal en una cámara de induc-
ción y se le administra una mezcla de isoflurano
al 4% en oxígeno (0.6 l/ min) durante unos mi-
nutos hasta conseguir una anestesia profunda. El
plano de anestesia se comprueba mediante la pérdida
del reflejo palpebral y podal. Seguidamente se coloca
el animal sobre una mesa de trabajo, manteniendo el
hocico en una mascarilla a través de la cual se sigue
suministrando el gas anestésico a una dosis adecuada
para el mantenimiento de la anestesia (1- 2.5% de iso-
flurano en oxígeno 0.6- 0.8 l/min).

La anestesia inhalatoria es recomendable en esta
especie por la rápida recuperación del animal. Además,
a diferencia de otros fármacos anestésicos, induce una
escasa vasoconstricción, lo que facilita el procedimiento
de canulación.

PPrreeppaarraacciióónn  ddeell  aanniimmaall

El animal anestesiado se coloca sobre un plano qui-
rúrgico aséptico, en posición de decúbito supino (Figura
1). Para evitar la hipotermia causada por la anestesia,

se sitúa al animal sobre una manta térmica y se veri-
fica la temperatura corporal regularmente mediante
una sonda rectal.

Se aplica un lubricante ocular como la vaselina o
glicerina estéril, recubriendo toda la superficie de cada
ojo para evitar la sequedad provocada por la anestesia. 

Con una maquinilla eléctrica se rasura toda la zona
anterior del cuello, en la que se realizará la interven-
ción quirúrgica. También se rasura la zona interescapu-
lar, en la cual se exteriorizará el catéter implantado. Las
zonas rasuradas se desinfectan con una mezcla de po-
vidona yodada y alcohol 70º (50/50, v/v). 

DDiisseecccciióónn  ddee  llaa  aarrtteerriiaa  ccaarróóttiiddaa

El material quirúrgico que se utiliza debe estar
esterilizado, preferentemente en autoclave, y man-
tenerse en condiciones asépticas durante el proce-
dimiento utilizando una solución alcohólica. 

�
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FFiigguurraa  11:: Colocación del animal en el plano quirúrgico bajo
anestesia inhalatoria con isofluorano



Con la ayuda de unas tijeras pequeñas, se
practica un pequeño corte longitudinal en el cen-
tro de la zona anterior del cuello del ratón, en di-
rección al abdomen. Se retira suavemente la piel
del corte, se localizan las glándulas parótidas y la
línea de separación de ambas. Siguiendo esta úl-
tima con las tijeras, se practica un pequeño corte
para separarlas. 

A continuación se separa el músculo esterno-
mastoideo, en torno a la tráquea, usando unas pin-
zas finas (Moria Iris forceps, Fine Science Tools
refs.11370-31,11370-32). Visualizaremos la arteria
carótida que discurre lateralmente junto a la trá-
quea, adyacente al nervio vago. La arteria es fácil
de identificar por su contenido en sangre y porque
se suele detectar la pulsación acorde con el latido
cardiaco. 

En el espacio entre la musculatura  y la arteria
se inserta la punta de una pinza, de forma que con
un pequeño giro hacia el exterior se puedan reco-
ger la arteria y el nervio. Luego la arteria se se-
para cuidadosamente del nervio, introduciendo
una pinza entre ambos, y se limpia eliminando el
tejido conectivo adherido a la pared vascular. Esta
manipulación se realiza con extremo cuidado para
evitar dañar el nervio o provocar una rotura de la
arteria. Periódicamente, y hasta el final de la in-
tervención, la zona quirúrgica se humedecerá con
unas gotas de suero salino estéril para hidratar los
tejidos.    

Una vez aislada la carótida con las pinzas, se
desliza por debajo de ella un hilo de seda 5/0 do-
blado por la mitad, también humedecido con so-
lución salina. Una vez pasado el hilo, se corta en
dos mitades: una de ellas se desliza en posición
craneal y se anuda para cortar el flujo de sangre y
la otra mitad se sitúa en posición caudal y con ella
se hace también un nudo que se deja sin cerrar
(Figura 2).   

FFiigguurraa  22:: Imagen de la arteria carótida aislada

CCoollooccaacciióónn  ddeell  ccaattéétteerr  iinnttrraavvaassccuullaarr

En el mercado existen diversos tipos de catéte-
res de diferentes materiales que pueden ser utiliza-
dos. Nosotros utilizamos un catéter específico para
la conexión al sistema Culex® Automated Blood
Sampler (Bioanalytical Systems Inc., ref. CX 2052-S)
para la extracción automatizada de muestras de
sangre. Es un catéter estéril con un volumen interno
de 14.5 µl que se suministra con una aguja adap-
tada. Cerca del extremo de inserción vascular pre-
senta un tope del mismo material y en el extremo
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opuesto presenta dos bolitas coloreadas y un cierre
de plástico. En el momento de su utilización, se re-
tira el cierre de plástico, conservándolo a parte, y se
conecta a una jeringa utilizando la aguja adaptada.
A continuación el catéter se ceba con suero salino
estéril heparinizado (1.6 UI heparina/ ml). 

Para realizar la canulación utilizamos un mi-
croscopio estereoscópico sin lente ocular que pro-
porciona una imagen aumentada de hasta 20X,
Mantis® Elite Compact (Vision Engineering). Ade-
más ofrece una imagen en 3 dimensiones de muy
buena calidad y permite trabajar con comodidad,
reduciendo la fatiga provocada por los microsco-
pios tradicionales. 

Colocamos una espátula por debajo de la arte-
ria y tensamos el hilo distal con ayuda de unos
fórceps hemostáticos. Con el vaso así expuesto,
practicamos una incisión en el centro de la pared
vascular con unas microtijeras (Vannas spring scis-
sors, 3 mm hoja, Fine Science Tools, ref.15000-
00), procurando mantener un ángulo de 45º con
la arteria. Al perforar la pared, aparecerá una gota
de sangre que nos indicará el orificio realizado.
Para evitar la pérdida de sangre se mantiene
siempre el hilo distal pensionado y si es necesario,
se limpia la zona con un bastoncillo de algodón
impregnado con solución salina.

En la incisión practicada introducimos la punta
de unas pinzas finas curvas. Levantamos ligera-
mente la punta de las pinzas para abrir la luz del
vaso e introducimos el extremo del catéter desli-
zándolo bajo las pinzas, haciéndolo avanzar hasta
el tope (Figura 3A). Si el catéter está bien colo-
cado, se observará que se llena de sangre rápida-
mente. El flujo de sangre se puede regular con la
jeringuilla rellena de suero heparinizado. Segui-
damente se fija el catéter anudando el hilo a su
alrededor de manera firme pero sin cortar el flujo
de sangre (Figura 3B). Este primer nudo se realiza
por delante del tope del catéter y luego se realiza
un segundo nudo por detrás, asegurando la suje-
ción a la arteria. 

FFiigguurraa  33:: A) Introducción del catéter en el lumen
vascular. B) Fijación del catéter en la arteria canulada

EExxtteerriioorriizzaacciióónn  ddeell  ccaattéétteerr

Se da la vuelta al animal y se practica un pequeño
corte en la zona interescapular. Con ayuda de un clip o
pinza hemostática se pinza el catéter por encima de la
bolita coloreada. Se retira la jeringa y se introduce en el
corte realizado en la zona interescapular, deslizándola
subcutáneamente hasta la zona de la cirugía. La jeringa
se conecta de nuevo al catéter, se retira la pinza, y  se
arrastra subcutáneamente hacia el exterior. 

Una vez exteriorizado el catéter, se rellena con una
solución anticoagulante de mantenimiento (lock) de
glicerol con heparina sódica (350 UI/ ml). El volumen
administrado es el equivalente al volumen muerto del
catéter (14.5 µl). Finalmente, se retira definitivamente
la jeringa y se coloca el cierre de plástico original. 

FFiinnaalliizzaacciióónn  ddeell  pprroocceeddiimmiieennttoo  qquuiirrúúrrggiiccoo

En la zona de la intervención, el catéter se fija con
seda trenzada 5/0 estéril mediante un punto de sutura
en el paquete muscular del cuello. Antes de cerrar la

�
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herida, se aplican unas gotas de lidocaína para favore-
cer la vasodilatación y disminuir la sensibilidad en la
zona. La incisión de la piel se cose con puntos sueltos,
de manera que al hacer el primer punto se volverá a
fijar el catéter. La zona interescapular se cierra con un
par de puntos dejando la última bolita coloreada justo
por encima de la piel (Figura 4A). En las suturas de la
piel aplicamos también unas gotas de lidocaína.

RReeccuuppeerraacciióónn  ppoosstt--ooppeerraattoorriiaa

Una vez finalizada la operación (Figura 4B), se admi-
nistra al animal 1 ml de suero salino estéril por vía sub-
cutánea para compensar la pérdida de fluidos durante la
cirugía y la deshidratación causada por la anestesia.  

El animal operado se acomoda en una cubeta indi-
vidualizada con agua y comida ad libitum. La recupe-
ración post-operatoria tiene lugar en una unidad de
protección animal (UPA) a temperatura controlada
entre 25-27 ºC, siendo supervisada por el responsable
de bienestar animal del centro.

Para facilitar la recuperación del animal le suminis-
tramos hidrogel como alimento, que ayuda a mantener

hidratado el animal. En las primeras horas post-operato-
rias dejamos caer en la cubeta pequeños pedazos de
pienso humedecido con agua para favorecer la mastica-
ción. A las 24h de la intervención se administra una
nueva dosis de Metacam® (meloxicam: 1 mg/Kg).

La extracción de muestras de sangre se puede re-
alizar tras la recuperación post-operatoria, en general,
y si no hay complicaciones, al cabo de 2- 3 días des-
pués de la intervención. 

MMaanntteenniimmiieennttoo  ddee  llaa  ffuunncciioonnaalliiddaadd  ddeell  ccaattéétteerr  iinnttrraa--
vvaassccuullaarr

El mantenimiento de los catéteres consiste en reno-
var de forma periódica la solución lock para evitar la for-
mación de coágulos que puedan obstruir la vía y
mantenerla abierta hasta el momento de realizar las ex-
tracciones de sangre. En este caso concreto, al tratarse
de una arteria con una
presión sanguínea impor-
tante, la renovación se
puede espaciar alrededor
de 3-4 días. 

En el ratón, debido a
la dificultad de manipula-
ción, se requiere realizar la
operación bajo anestesia
con isoflurano. Para ello,
se retira el cierre de plás-
tico del catéter y se aspira
con una jeringa hasta ob-
servar que fluye la sangre.
A continuación, se lava el
catéter con unos microli-
tros de suero salino estéril
y se rellena con solución
lock fresca. Se coloca de
nuevo el cierre del catéter
y se devuelve el animal a
su cubeta. 
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FFiigguurraa  55::

Imagen de un ratón ca-
nulado en el sistema

Culex de extracción au-
tomatizada de mues-

tras de sangre

FFiigguurraa  44:: A) Exteriorización del catéter implantado en
la zona interescapular. B) Ratón canulado; primeros

minutos de recuperación post-operatoria
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Introducción

Un fármaco es una sustancia (química o biológica,
sintética o no sintética) utilizada en el diagnóstico, tra-
tamiento y prevención de una enfermedad reconocida
por las Autoridades Regulatorias del Medicamento. El
proceso de descubrimiento y desarrollo de una medi-
cina es un proceso largo que puede durar entre 10-15
años. Además, es un proceso caro: el coste medio para
desarrollar un fármaco de prescripción ronda los 900
millones USD. Se trata de un negocio de alto riesgo por
su elevada tasa de fracaso: típicamente, sólo un com-
puesto de cada mil sintetizados llega hasta la primera
administración en humanos, y de cada diez que entran
en fases clínicas, sólo uno llega al mercado. Se ha de-
mostrado que la tasa media de éxito para la aproba-
ción de un fármaco
para todas las áreas
terapéuticas es de
un 11%. Sin em-
bargo, esta tasa de
éxito varía entre
áreas terapéuticas,
yendo desde el 20% para fármacos cardiovasculares,
hasta sólo el 5% para oncológicos y compuestos del
sistema nervioso central. 

Una medicina no sólo debe ser eficaz y segura, sino
que su eficacia debe estar demostrada en los diferen-
tes grupos raciales y étnicos, así como en los diferen-
tes grupos de edades. Cada fármaco debe pasar una
revisión regulatoria, en lo que es actualmente la in-
dustria más regulada del mundo. Y una vez aprobado
por las Autoridades Regulatorias del Medicamento, el

producto debe llegar a los mercados globales a través
de los sistemas de salud y de distribución. 

Existe una impresión generalizada de que la indus-
tria farmacéutica sólo descubre el 27% de los nuevos
fármacos, cuando la realidad demuestra que el 90% de
las nuevas medicinas son descubiertas por la empresas
que realizan I+D.

Proceso de desarrollo de un fármaco

El desarrollo de un fármaco se inicia con la selec-
ción del área terapéutica a partir de la necesidad mé-
dica y la prevalencia de la enfermedad. El proceso de
desarrollo de un nuevo fármaco se divide en varias
fases (Figura 1):

IIddeennttiiffiiccaacciióónn  yy  vvaalliiddaacciióónn  ddee  llaa  ddiiaannaa

El proceso de descubrimiento de nuevos fármacos
comienza con la identificación de la diana molecular.
Los científicos necesitan encontrar una proteína (p.ej.
un receptor) o un gen asociado a una enfermedad con
el que el fármaco pueda interactuar y producir el cam-
bio deseado en las células enfermas. No todas las dia-
nas son igualmente capaces de afectar el curso de una
enfermedad. Durante la validación de la diana, se en-
saya la asociación de la diana con una enfermedad es-

De la idea a la
píldora: el descubrimiento de

nuevos fármacos

Dolors
Drug Development Manager, nLife Therapeutics

FFiigguurraa  11:: Fases de descubrimiento y desarrollo de un fármaco
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pecífica y su capacidad de regular procesos biológicos
en el organismo. 

IIddeennttiiffiiccaacciióónn  ddeell  ‘‘LLeeaadd’’

Las estructuras químicas de partida pueden ser sus-
tancias naturales de plantas, animales o humanas, pero
normalmente provienen de la síntesis química, y están
dirigidas a interaccionar las estructuras de los recepto-
res o enzimas conocidos y regular su actividad. Durante
esta etapa, los químicos orgánicos colaboran con los
‘modelizadores moleculares’ y bioinformáticos para di-
señar familias químicas con potencial de unión a esa
diana, ensayando la capacidad de grandes bibliotecas
químicas para modificar la diana mediante High-
Throughput Screening (HTS) o ‘cribado de alto rendi-
miento’ robótico en ensayos biológicos in vitro. Otro
método de identificación es el ‘cribado virtual’ (o cri-
bado in silico), que se define como la selección de com-
puestos evaluando sus propiedades en modelos
informáticos. La búsqueda de una molécula - el Lead -
que pueda interaccionar con la diana  implica el cri-
bado de miles de compuestos de las librerías químicas,
pero sólo un 1% es considerado viable y calificado
como Lead. Así, a partir de millones de compuestos,
sólo unas pocas moléculas muestran el perfil biológico
básico deseado.

OOppttiimmiizzaacciióónn  ddeell  ‘‘LLeeaadd’’

El objetivo de la optimización del ‘Lead’ es mejorar
las propiedades de los ‘Leads’ identificados en la etapa
previa, y seleccionar aquellos compuestos con el mayor
potencial para ser desarrollados a medicinas efectivas
y seguras. Lo ideal es encontrar una molécula que sólo
interfiera con la diana escogida, pero no con otras dia-
nas relacionadas para evitar efectos indeseados. A esto
se le llama selectividad. Los químicos sintetizan nuevas
moléculas derivadas del ‘lead’, cuyas propiedades far-
macológicas y farmacodinámicas se ensayan en siste-
mas celulares in vitro y  en modelos in vivo.

PPrreeDDeessaarrrroolllloo

En esta etapa, los estudios toxicológicos, analíticos
y farmacocinéticos preliminares responden a pregun-
tas tales como: cuáles son las características físico-quí-

micas de la substancia, el comportamiento metabólico
(cómo se metaboliza el fármaco en el organismo), la
biodisponibilidad (durante cuánto tiempo permanece
el efecto) y la seguridad (qué potenciales efectos se-
cundarios puede tener). De esta forma, se conoce el
perfil preliminar de seguridad del compuesto. Una vez
se ha conseguido un mínimo del criterio de selección,
el compuesto se mueve de ‘lead’ a ‘candidato’, y se
permite su progresión para la clínica. En algún mo-
mento entre esta etapa y la anterior, se suele tomar la
decisión de patentar el compuesto o la familia química.
Una patente temprana mitiga el riesgo contra los po-
tenciales competidores, pero el retrasar la patente per-
mite la introducción de datos adicionales que
fortalecen la aplicación y prolonga la fecha de expira-
ción de la patente, lo que permite mayor vida para la
venta del producto, una vez en el mercado.

DDeessaarrrroolllloo  PPrreeccllíínniiccoo

Durante esta etapa, los ensayos de laboratorio se
dirigen hacia cuestiones fundamentales del fármaco in-
vestigado y requeridas por las Autoridades Regulato-
rias del Medicamento.

• La tolerancia y efectos secundarios potenciales a
través de los estudios toxicológicos requeridos
(incluyendo genotoxicidad, seguridad farmaco-
lógica, toxicología tras dosis múltiples y estudios
de toxicocinética), que permiten acceder a la pri-
mera administración en humanos. Para solicitar
la autorización del producto también la toxicolo-
gía reproductiva y la carcinogénesis pueden ser
un prerrequisito.

• La formulación farmacéutica óptima para el tipo
de producto y la indicación terapéutica, y el pro-
ceso de escalado y fabricación para los estudios
clínicos.

Durante estas fases, los ensayos con animales de
experimentación son necesarios para determinar la efi-
cacia, seguridad, farmacocinética y metabolismo de la
molécula, y así poder extrapolar estos parámetros a
humanos, antes del primer estudio clínico.
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DDeessaarrrroolllloo  CCllíínniiccoo..  FFaassee  II

La Fase I empieza con la primera administración del
nuevo producto medicinal en humanos. Habitual-
mente, esta fase implica voluntarios sanos, con la ex-
cepción de los citotóxicos, que pueden ser ensayados
directamente en pacientes.  En los ensayos de Fase I,
los médicos trabajan con voluntarios sanos para inves-
tigar la farmacodinamia (efecto del fármaco en el or-
ganismo, p.ej. frecuencia cardiaca, presión sanguínea,
etc.), la farmacocinética (efecto del organismo en el
fármaco, p.ej. su absorción, distribución, metabolismo
y excreción) y la tolerancia, para encontrar la dosis pre-
liminar óptima, con la máxima tolerabilidad y seguri-
dad a corto plazo. Estos estudios requieren la
aprobación de las Agencias Regulatorias del Medica-
mento y de los Comités Éticos. Los estudios de Fase I
habitualmente comienzan con dosis únicas subfarma-
cológicas que se escalan gradualmente, seguidas de
estudios de dosis múltiples. Los estudios adicionales de
Fase I se llevan a cabo durante la Fase II y III, inclu-
yendo el efecto de la comida en la absorción del com-
puesto, y las influencias genéticas y de la edad.

Papel de los Biomarcadores/Medicina Translacio-
nal: los biomarcadores son medidas cuantitativas de
efectos biológicos que proporcionan información vin-
culando el mecanismo de acción y la eficacia clínica.
Existen varios tipos de biomarcadores que se trasladan
de preclínica a humanos: (1) marcadores de enferme-
dad (p.ej. proteinuria), (2) de actividad farmacológica
(inhibición de enzima-convertidor de la angiotensina
en plasma), (3) marcadores surrogados de eficacia
(p.ej. presión sanguínea), (4) de toxicidad (p.ej. nive-
les altos de transaminasas en plasma). La utilización
adecuada de los biomarcadores en estudios clínicos re-
sulta en la comprobación temprana de la eficacia, o in-
cluso, la falta de eficacia, lo que permite tomar
decisiones sobre la progresión del compuesto en el
momento adecuado.

DDeessaarrrroolllloo  CCllíínniiccoo..  FFaassee  IIII

En esta fase se establece la eficacia y la seguridad

en la indicación principal en unos pocos cientos de pa-
cientes que sufren la enfermedad, tratándolos durante
unas semanas o pocos meses. A esta fase también se
la llama ‘Prueba de Concepto’ (PoC, Proof of Concept).
Además, en esta fase se suele determinar la dosis final.
Está dividida en Fase IIa y IIb. En la Fase IIa (Prueba de
Concepto) se ensaya el fármaco en una cohorte pe-
queña (12-100) de pacientes. En la Fase IIb se ensayan
diferentes niveles de dosis en la población diana para
definir la dosis mínima efectiva y no-efectiva, y así
poder decidir la dosis óptima para la siguiente fase.

DDeessaarrrroolllloo  CCllíínniiccoo..  FFaassee  IIIIII

Esta etapa final de los ensayos clínicos confirma y
refina la seguridad y eficacia en poblaciones segmen-
tadas de pacientes bajo tratamientos largos y apropia-
dos para la indicación. En esta fase pueden participar
varios miles de pacientes, dependiendo de la indica-
ción, por lo que se crean bases de datos para evaluar
estadísticamente el perfil de eficacia y seguridad, y así
poder establecer claramente el potencial riesgo-bene-
ficio del fármaco. En algunos casos, se suele introducir
en los estudios un brazo con el comparador, para de-
mostrar no-inferioridad o superioridad respecto a la te-
rapia estándar. La eficacia se puede establecer tanto
demostrando superioridad respecto al placebo (en los
estudios controlados por placebo), como mostrando su-
perioridad respecto a un tratamiento activo-control.
Esta es la última fase del desarrollo, previo al registro,
y servirá para confirmar las dosis clínicas, frecuencia y
duración de la administración para su aprobación por
las Autoridades Regulatorias

RReeggiissttrroo

Tras obtener resultados positivos en los estudios clí-
nicos, empieza un periodo de recopilación de todos los
datos generados con el producto para someterlos a las
Autoridades Regulatorias: New Drug Application (NDA,
en el caso de la FDA - Food and Drug Administration),
Marketing Authorisation Application (MAA, en el caso
de la EMA – European Medicines Agency). Las Autori-
dades revisan cantidades sustanciales de datos y emi-

Presión Positiva
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ten un juicio sobre si el fármaco debe o no entrar en el
mercado. En algunos casos, dichos expertos puede re-
querir estudios adicionales a los promotores. Simultá-
neamente, la compañía tiene que presentar los planes
para detectar, evaluar e informar de posibles futuros
efectos adversos del futuro fármaco.

FFaassee  IIVV..  EEnn  eell  MMeerrccaaddoo

Una vez el producto ha sido aprobado, se caracte-
riza más su efecto en subgrupos de pacientes especia-
les y en el contexto de un entorno terapéutico de
polimedicación, después que haya sido aprobado. La
Farmacovigilancia es el término utilizado en Europa
para definir la evaluación continua de la seguridad
post-comercialización. Es un requerimiento que deben
cumplir todas las empresas con un producto en el mer-
cado. Los efectos nocivos descubiertos durante esta
fase pueden conducir a la retirada del mercado de la
medicina, como fue el caso de rofecoxib (Vioxx) y ce-
rivastatina (Lipobay).  Estos estudios suelen ser extre-
madamente grandes (p.ej. 30.000 pacientes) y pueden
identificar incluso reacciones adversas raras. Durante
esta fase también puede ocurrir que la medicación se
apruebe para indicaciones adicionales.

Las nuevas tecnologías y la gestión
del conocimiento, herramientas clave

A pesar de los avances en genética, biología mole-
cular y celular, química e ingeniería proteica, en los úl-
timos años se ha observado un incremento en los
costes de desarrollo, pocas aprobaciones de nuevos fár-
macos, y algunas retiradas del mercado de fármacos
muy perfilados. La investigación de la industria farma-
céutica es un sector en el que se busca muy activa-
mente la implementación de nuevas tecnologías
(robótica, omics, técnicas de imagen in vivo, etc), con
el objetivo de incrementar la productividad, eficiencia
y las posibilidades de éxito del proceso, así como de
proporcionar cuanto antes predicciones mejoradas de
la potencial eficacia y seguridad del fármaco en hu-
manos.

Por otro lado, estas nuevas tecnologías experi-
mentales generan una cantidad ingente de datos de
muy diversa índole. Por eso, es necesaria una gestión
multidisciplinar y específica de la información (Data
Management), que proporcione un servicio eficaz y con
elevados niveles de seguridad.

Estándares de calidad de un trabajo
multidisciplinar

Como se ha comentado anteriormente, este sector
es el más regulado y auditado de la sociedad. Teniendo
en cuenta que el producto final tiene como destino su
administración a humanos, todos los datos generados
sobre él deben ser de la más alta calidad. Para ello,
todas las actividades se llevan a cabo bajo una serie
de normas o guías estándares de calidad, y son revi-
sadas y auditadas por las autoridades pertinentes. Un
ejemplo es el ensayo en animales de experimentación,
cuya utilización está requerida y muy regulada por las
autoridades, y gestionada por los Comités Éticos de Ex-
perimentación Animal. En general, en las fases tem-
pranas del descubrimiento se están implementando
cada vez más las Buenas Prácticas Científicas (GSP,
Good Scientific Practices), que aseguran la credibilidad,
robustez y trazabilidad de los datos. Los estudios pre-
clínicos se llevan a cabo de acuerdo a las guías de Bue-
nas Prácticas de Laboratorio (GLP, Good Laboratory
Practices), que aseguran la calidad de los resultados.
Los estudios clínicos se realizan bajo Buenas Prácticas
Clínicas (GCP, Good Clinical Practices) que son las guías
de calidad y seguridad requeridas internacionalmente
para el diseño, dirección y ejecución de estudios en hu-
manos, y los esenciales para asegurar los derechos y
seguridad de los individuos implicados en el estudio.
La fabricación del fármaco se lleva a cabo de acuerdo
a las Buenas Prácticas de Fabricación (GMP, Good Ma-
nufacturing Practices), que dictan los estándares de fa-
bricación y control de calidad del producto
farmacéutico. Estos estándares están sujetos a inspec-
ción por parte de las autoridades regulatorias del me-
dicamento.
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Todo este proceso involucra a un gran grupo de pro-
fesionales que incluye, entre otros, modelizadores mo-
leculares, bioinformáticos, químicos, bioquímicos,
biólogos moleculares y celulares, farmacólogos, toxi-
cólogos, farmacocinéticos, galénicos, analistas quími-
cos, clínicos, bioestadísticos, gestores de proyecto,
datos y documentación, agentes de patentes, técnicos
de garantía de calidad, … trabajando conjuntamente
en equipos multidisciplinares.

Conclusiones

El desarrollo de un fármaco es un proceso largo,
caro y muy regulado, que requiere pasión, creatividad
y el trabajo colaborativo de profesionales con gran ex-
periencia de diferentes ámbitos. Es un área en donde
los riesgos de fracaso son muy elevados, pero es vital
continuar la investigación farmacéutica si queremos
disfrutar de los beneficios de la mejora de la salud de
los pacientes a largo plazo.
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El uso de zebrafish como modelo de inves-
tigación biomédica está cobrando un gran auge en los
últimos años por una serie de características que lo
hacen ideal, y entre las que destaca el alto grado de
prolificidad  de este ciprínido, que alcanza la madurez
sexual a partir de los 3 meses aproximadamente. El
Danio rerio es un pez de agua dulce,  típico del sureste
del  Himalaya,  con un ciclo de reproducción continua
(aunque puede presentar picos estacionales), que per-
mite obtener puestas todo el año de manera progra-
mada y seriada, lo que le hace ideal para los estudios
de toxicidad. Presenta un marcado dimorfismo sexual
que será evidente a partir de los 3 meses, aunque su
determinación sexual no tiene un carácter genético. En
nuestras instalaciones, detectamos algunos peces con
una gran dilatación abdominal que en ocasiones les

impide una natación eficaz, presentado incluso dificul-
tades respiratorias. 

¿Y tú qué opinas?

¿Cuál es tu diagnóstico?

¿Qué tratamiento y medidas de pre-
vención emplearías? 

SOLUCIÓN:

La hembra de zebrafish es capaz de poner unos
200 huevos cada semana aproximadamente y que
serán fecundados externamente. Estos huevos son de
gran tamaño y traslúcidos, lo que facilita la microin-
yección de los mismos y los estudios embriológicos. 

El éxito reproductor de estos peces de-
pende de distintos factores como la calidad
genética, la nutrición (rica en proteínas y áci-
dos grasos esenciales) y un conjunto de fac-
tores estimulares que emulan las condiciones
naturales de su ecosistema, como pueden ser
la estimulación visual, olfatoria, gradientes
térmicos y de profundidad, coloración y tipo
de sustrato… Las puestas o freeza se realizan
al amanecer y para ello se requiere alcanzar
un umbral de estimulación que permita des-
encadenar el cortejo y la oviposición final.

¿Y tú qué Opinas?¿Y tú qué Opinas?

Dilatación abdominal en peces,
Zebra fish (Danio rerio)

Juan
Juan
Parc de Recerca Biomèdica de Barcelona-PRBB.
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En casos como el que nos ocupa, en los que no se
pueda alcanzar el umbral de excitación que permita la ovi-
posición o por el bloqueo mecánico de la cloaca, se puede
producir un proceso de sobremaduración de los oocitos
que endurecerán su corión (cubierta
externa del huevo) evitando futuras
oviposiciones. Los oocitos seguirán
madurando hasta la fase V (última
fase de maduración), pero al no
poder salir al exterior se irán acumu-
lando en la cavidad celómica y pro-
truyendo la misma; lo que acaba
desencadenando problemas en la
natación, respiración e incluso defor-
midades del raquis. En el interior de
la cavidad celómica se podrán obser-
var distintos estadios de desarrollo
de oocitos. A su vez, estos procesos
van acompañados de procesos infla-
matorios, eritema, especialmente a
nivel de la cloaca, y fibroplasia del
ovario. Si el problema permanece se
empezarán a dar procesos autolíticos
de los huevos (degenerándolos en
parte) mientras que el animal puede
sufrir caquexia, acompañada de la
protusión y eritema del poro uroge-
nital e incluso la aparición de úlceras
laterales debido a la respuesta infla-
matoria.  Así mismo, la fibroplasia
puede acabar provocando un fibro-
sarcoma o fibromas.

La existencia de la respuesta in-
flamatoria y de la fibroplasia ovárica
en  zebrafish también se puede aso-
ciar a problemas derivados del ma-
nejo de las hembras, cuando se les
somete a presión abdominal para forzar la expulsión de
los huevos (masaje abdominal). La prevalencia de esta pa-
tología es menor en aquellas poblaciones en las que las
puestas se obtienen de manera natural. En los casos ob-
servados, la presencia de bloqueos ováricos se asocia prin-
cipalmente a problemas en la sincronización de las

puestas; es decir, que las hembras grávidas, con huevos
listos para salir, no tuvieron un estímulo de oviposición
adecuado (para realizar la oviposición, el zebrafish debe
alcanzar un umbral de excitación mínimo que desenca-

dene el ritual de cortejo, gracias a la
acumulación de distintos estímulos
como por ejemplo: el amanecer, ca-
lidad de la dieta, gradientes térmi-
cos y de profundidad, estimulación
visual, dilución de los metabolitos
presentes en el agua… ). Algunos
autores (como M. Kent) afirman que
la prevalencia de la patología puede
aumentar por la presencia de algu-
nos patógenos, como por ejemplo el
Mycobacterium spp., que requerirá
siempre de un diagnóstico diferen-
cial.

En  el caso que no esté muy
avanzado el proceso de sobremadu-
ración  del oocito, es recomendable
estimular lo máximo posible (me-
diante la acumulación de los  distin-
tos estímulos anteriormente
enunciados) y de manera repetida a
las hembras, por si pudieran produ-
cir la oviposición de manera natural.
En caso contrario, se puede intentar
un masaje abdominal suave con el
pez anestesiado, e incluso el uso de
oxitocina que permite la distensión
de la cloaca y la oviposición de estos
oocitos sobremaduros y degenera-
dos. La gestión de las poblaciones de
estos animales en los sistemas de
recirculación es de vital importancia,
ya que nos permitirá disminuir la

prevalencia de la sobremaduración mediante el correcto
manejo de los reproductores para sobrepasar el umbral de
oviposición a la hora de realizar los cruces. Para ello, po-
demos por ejemplo mantener los sexos estabulados con-
juntamente, o realizar cruces de manera rutinaria evitando
la acumulación de los oocitos en la cavidad celómica.
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Se propone la utilización del lagarto cana-
rio G. galloti como animal de experimentación básica en
el campo de la regeneración del Sistema Nervioso Cen-
tral (SNC). Ello ha requerido la captura de los especíme-
nes en su medio natural, con autorización previa de las
instituciones locales, y su mantenimiento en cautividad
durante al menos un año. Los animales en cautividad
han tenido libre acceso al agua y los alimentos. Con ob-
jeto de compatibilizar el bienestar animal con la simpli-
ficación de sus cuidados se han utilizado 3 tipos de dieta
en grupos diferentes de animales: 1) Dieta con predo-
minio de carbohidratos consistente en una papilla a base
de harina tostada de multicereales (gofio) y compota de
frutas; 2) Dieta consistente en una papilla a base de pre-
parados cárnicos comerciales para perros/gatos; 3)
Dieta que alterna las anteriores. Se observa que estos
animales sometidos a axotomía unilateral del nervio óp-
tico y mantenidos en cautividad de larga duración pre-

sentan buen estado general de salud y supervivencia
aceptable independientemente de la dieta utilizada. 

¿Y tú qué opinas?

¿Por qué se elige esta especie? ¿Cuá-
les son sus ventajas e inconvenientes?

¿Por qué son necesarios largos perío-
dos de cautividad? 

¿En qué se basa la utilización de las
dietas propuestas?

SOLUCIÓN:

Los modelos de regeneración del SNC de peces y
anfibios son ampliamente conocidos. Sin embargo, la
histofisiología del SNC de estos vertebrados es muy di-
ferente a la de los mamíferos. El interés de este reptil

reside en que su SNC comparte caracterís-
ticas histofisiológicas comunes tanto con
especies capaces de regenerar espontáne-
amente su SNC (peces y anfibios) como con
especies incapaces (aves y mamíferos). De
hecho, se ha demostrado recuperación ti-
sular espontánea de la corteza cerebral
(Romero-Alemán et al., 2004) y recreci-
miento axonal del nervio óptico (Lang et
al., 1998, 2002, 2008; Santos et al., 2008;
Romero-Alemán et al., 2010) tras lesiones
traumáticas. Actualmente se está eva-
luando la funcionalidad del sistema visual

¿Y tú qué Opinas?

El lagarto canario Gallotia galloti
como animal de laboratorio

MaríadelMarRomeroAlemán
MaximinaMonzónMayor
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
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de G. galloti a los 12-18 meses postlesión. Así, el mo-
delo regenerativo de G. galloti y de escasos reptiles
(Dunlop et al., 2004), es el más cercano a los mamífe-
ros y puede revelar las claves de la incapacidad rege-
nerativa de estos últimos. 

Además de lo mencionado anteriormente, la resis-
tencia y adaptabilidad de estos animales son sus prin-
cipales ventajas. La principal desventaja de este
modelo es que son animales endémicos sujetos a
cierta protección y que son inusuales en los animala-
rios.

El proceso de recrecimiento axonal en la vía óptica
de G. galloti es lento, necesita entre 6-9 meses como
mínimo, lo que requiere un largo período de cautividad. 

Estos lagartos presentan en su medio natural una
dieta omnívora a base de frutas e invertebrados (Va-
lido-Amador, 1999). 

IImmaaggeenn  ddee  llaa  rreettiinnaa  ddeell  llaaggaarrttoo  GG..  ggaalllloottii
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Lugar de trabajo: 
Institut de Recerca de l’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Breve descripción del cargo que ocupa:
Responsable del Servicio de Experimentación Animal

Años de experiencia: 
33 años

Sociedades en las que participa: 
SECAL

¿¿CCóómmoo  ssee  iinniicciióó  eenn  eell  ccaammppoo  ddee  llaa  CCiieenncciiaa  ddeell  AAnniimmaall
ddee  LLaabboorraattoorriioo??  

Empecé trabajando como técnico en el Departa-
mento de Farmacología de Laboratorios Rocador S.A.
En el estabulario teníamos: rata, ratón, perro y gato con
los que realizábamos los procedimientos experimenta-
les. En ese momento, me resultó atractivo el tema de
trabajar con animales de experimentación y su finali-
dad. Cada vez me fue gustando más, aunque por aquel
entonces la ética y el bienestar animal dependía úni-
camente del personal que trabajaba con los animales,
pero tuve la suerte de trabajar con personas que eran
sensibles al dolor de éstos y teníamos en cuenta mu-
chas de las cosas que hoy en día están regladas.

Hice un paréntesis de 6 años para cuidar de mis
hijos (en aquel entonces no daban excedencias y apro-
veche para tenerlos). 

Posteriormente, me incorporé en el “Institut de Re-
cerca del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau” como
Técnico del Departamento de Neuropsicofarmacología
y  Responsable de los animales (ratas) que tenia dicho
departamento en un pequeño estabulario. En el año
2000 me propusieron ocupar el cargo de Responsable
del Servicio de Experimentación Animal del “Institut de

Entrevista

M. Antonia
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Recerca” de dicho hospital. Esto me llevó a realizar el
Máster en Ciencia y Bienestar del Animal de Laborato-
rio en la UAB, que no sólo me aportó muchos conoci-
mientos sino que también me proporcionó grandes
amigos. Desde entonces, mis funciones en el estabu-
lario son la de responsable y asesor en bienestar ani-
mal. 

RReessuummeenn  ddee  ssuu  aaccttiivviiddaadd  pprrooffeessiioonnaall::  

Se podría resumir rápidamente. El 65% de mi
tiempo me dedico a la gestión del Servicio de Experi-
mentación Animal con todo lo que implica, personal,
animales, protocolos, infraestructura, etc…el 15% al
bienestar animal, el 8% al CEEA, y el 12% restante a
formación, información, relaciones sociales y otros
temas relacionados.

¿¿CCuuáálleess  ssoonn  llooss  tteemmaass  qquuee  mmááss  llee  iinntteerreessaann  rreellaacciioonnaa--
ddooss  ccoonn  llaa  cciieenncciiaa  ddeell  aanniimmaall  ddee  llaabboorraattoorriioo??

La verdad es que me interesa casi todo lo que
hago, y me siento afortunada por ello. Desde una pers-
pectiva más global, lo que más me preocupa es el
saber coordinarlo todo de manera que se genere un
buen clima de trabajo en el estabulario para lograr un
buen funcionamiento. Si el personal que trabaja con
los animales está contento y tranquilo, colabora mejor
con los usuarios, presta más atención durante el cam-
bio de los animales e informan de cualquier anomalía.
Si se explican las cosas y se refuerzan las buenas con-
ductas, éstas se repiten y se genera un buen clima de
trabajo y una alta eficacia laboral

El bienestar animal y el control sanitario también
me interesan pues de eso depende el buen resultado
de los procedimientos que se desarrollan.

¿¿CCuuáálleess  ssoonn  ssuuss  oobbjjeettiivvooss  ppaarraa  llooss  pprróóxxiimmooss  aaññooss??

Pues mis objetivos son ambiciosos pero como
siempre mejorar.

¿¿QQuuee  ccoonnsseejjooss  ddaarrííaa  aa  llooss  qquuee  aahhoorraa  ssee  iinniicciiaann??

Lo primero y más importante es que te guste lo
que estás haciendo. Lo segundo es crear un buen clima
de trabajo y poder confiar en el personal que tienes, in-

fundir seguridad y tranquilidad, saber solucionar los
problemas tanto para el personal que trabaja con los
animales como para los usuarios. En definitiva, infor-
mar  y saber escuchar. 

Sobre todo velar por los animales de experimenta-
ción, pues si transmites que eso es importante para ti,
los demás empatizan con esa forma de hacer/pensar
y se consiguen resultados muy satisfactorios.

¿¿QQuuéé  ooppiinniióónn  llee  mmeerreeccee  llaa  ooffeerrttaa  ddee  ffoorrmmaacciióónn  pprree--
sseennttee  eenn  EEssppaaññaa??

Hace muchos años que estoy en este mundo y
puedo afirmar que durante este tiempo se ha hecho
un largo camino, aunque aún queda mucho por de-
lante.

CCiittee  ddooss  pprrooffeessiioonnaalleess  aa  llooss  qquuee  sseerrííaa  iinntteerreessaannttee  ppooddeerr
rreeaalliizzaarr  eessttee  ccuueessttiioonnaarriioo

Toni Ventura Rubio

Mª Virtudes Céspedes
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