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Con la publicacién el 20 de octubre de 2010 de la Directiva
2010/63/UE relativa a la proteccién de los animales utilizados para
fines cientificos, se derogé la que hasta ese momento habia sido la
base normativa desde 1986.

Hemos convivido durante bastantes afios 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 Unién Europea que se presenta en
este nimero de la revista.

Sin duda, la nueva directiva supondrad un avance en materia de
proteccion animal y deberia llenar los vacios 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 asi que en el préximo congreso de
SECAL que se celebrard este noviembre se ha programado una sesion
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 nimero podéis ver un ejemplo de ello. Desde una exposicion
del proceso de desarrollo de un farmaco que encontrareis en la sec-
cion de presién positiva, a la importancia de la seleccion del mo-
delo experimental adecuado para la obtencién de los mejores
resultados que refleja el articulo de este nimero, asi como al refi-
namiento en la extraccion de muestras continuas que se presenta en
la seccién de técnicas. Todo ello en pro de la calidad del animal y de
la investigacion.
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Noficias de la SECAL

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

| pasado 28 de junio, tuvo lugar una Re-
unién Ordinaria de la Junta de Gobierno de la SECAL. La
reunion se celebrd 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 raiz de un debate surgido en SECAL-L, Manuel
Moreno y Belén Pintado enviaron una consulta
al MARM sobre las categorias profesionales des-
critas en el RD 1201/2005. La respuesta del Mi-
nisterio especificaba que el reconocimiento de
una categoria, sélo facultaba al interesado para
realizar las funciones correspondientes a dicha
categoria. El Ministerio insté a los interesados a
que revisasen la normativa de su Comunidad Au-
ténoma correspondiente, por si especificaba algo
mas. Podéis consultar el debate integro en nues-
tra pagina web ( http://secal.es > “Actividades”
> “SECAL-L” > “los mejores debates de SECAL-L”
> “Categorias profesionales - mayo 2011”).

« El pasado mes de marzo, la UE abrié un plazo
para enviar sugerencias de mejora de las tra-
ducciones de la Directiva 2010/63 /UE. FELASA
fue la entidad que coordind esta accién. Belén
Pintado recogi6 las sugerencias aportadas por
los socios de la SECAL para el caso de la traduc-
cién espafola. Finalmente, se envi6é un docu-
mento elaborado por Presidencia.

- El pasado 27 de abril, Belén Pintado envi6 un es-
crito al Director del diario “El Pais”, en respuesta
al articulo "Dia Mundial del Animal de Laborato-
rio” publicado dias antes. El articulo ponia de ma-

28 DE JUNIO DE 2011

nifiesto una serie de falsedades, como que la ex-
perimentaciéon animal se mantenia por inercia o
que el Gobierno no tomaba medidas para paliar
el sufrimiento de los animales. La carta que
envi6 la SECAL fue difundida a los socios a través
de SECAL-L y la web (apartado “Actividades” >
“Noticias”). Se pidié al diario su difusion, pero
hasta hoy, no hemos recibido respuesta.

Congresos:

- Congreso Valencia 2011: se ha obtenido el reco-

nocimiento de interés sanitario por parte del Mi-
nisterio de Sanidad. Adn sigue abierto el plazo
de inscripcion, asi que esperamos veros a todos
muy pronto en Valencia. Mas informacién sobre
el congreso en (http://www.uv.es/secal).

- Congreso Barcelona 2013: se han constituido los

.

comités cientificos y organizador. Ambos ya
estdn trabajando de cara al préximo evento.

Presidencia recibié un documento de propuesta
para celebrar el congreso de SECAL 2015 en (3-
ceres, junto con SPCAL. Otra de las sedes que
opta a la organizacion es Las Palmas de Gran Ca-
naria. La préxima Junta serd la que tome la deci-
sion sobre la sede del congreso y lo presentard a
la Asamblea para su aprobacion.

Formacion:

- Se acuerda publicar el Libro Blanco de Formacion

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

Comunicacion:

- La Vocalia de Comunicacién propone que tras la
buena acogida del programador/calendario de
2011, se empiece a trabajar en el del afo que
viene. Se prevé poder distribuirlos entre los so-
cios en el congreso de Valencia. Por otro lado, se
aprueba la elaboracion de un Libro Blanco de Co-
municacion, que recoja las lineas principales de
actuacion de esta Vocalia.

Relacion de SECAL con otras entidades:
- Patri Vergara ha sido elegida presidenta de ICLAS.
Asimismo, Javier Guillén formara parte del Co-
mité Ejecutivo. Patri deja la representacion de la
SECAL en FELASA, por lo que la Junta propondra

un nuevo miembro.

- Laboratory Animals Ltd. busca estrategias efi-
cientes para aumentar su factor de impacto. Por
otro lado, pretende dar mayor difusién a las con-
vocatorias de becas y ayudas que ofrece, asi
habrd un mayor ndmero 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 Maria Orellana.

* El pasado 17 de mayo, FELASA puso en circula-
cion un par de documentos 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 representacion de la SECAL, Belén Pin-
tado mando un escrito con las conclusiones. La
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evaluacion fue positiva para ambos documentos,
con una Unica sugerencia sobre los métodos de
extraccion de ADN.

- La SECAL ha participado en el Gltimo Consejo Ge-

neral Ordinario de COSCE (Confederacion de So-
ciedades Cientificas de Espafa), interviniendo en
las elecciones para la renovacion parcial de su
Junta de Gobierno.

Otros asuntos:
- Tesorerfa comunica que se ha decidido cobrar las

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

- Dolores G. Olmo y Marta Giral presentan una pro-

puesta de mejora y ampliacién de herramientas y
recursos de la pagina web, entre las que se inclu-
yen: un motor de busqueda, registro de usuarios
y modificacion de datos online, bolsa de trabajo,
etcétera. La propuesta queda aprobada por una-
nimidad. En breve podremos ver los resultados.

- Secretaria informa que actualmente somos 445

socios y que en el 2011 se ha alcanzado el mayor
nuimero de altas de socios desde el afio que se
constituyo la Sociedad.

* Ya se estd realizando la reimpresién del libro de

“Ciencia y Tecnologia del Animal de Laboratorio”,
costeado en su totalidad por la Universidad de Al-
cald de Henares. Se estima que en breve verd la luz.

« Hernan Serna informa que hay una iniciativa para

crear la Asociacion Colombiana en Ciencia y Bien-
estar del Animal de Laboratorio (ACCBAL), y soli-
cit6 el apoyo de la SECAL para materializarla. Los
miembros de la Junta son unanimes en el apoyo
de esta iniciativa y contribuirdn en todo lo nece-
sario, dentro de las posibilidades de la SECAL.

La préxima reunién de la Junta de Gobierno serd por
teleconferencia y tendra lugar el 20 de septiembre de
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Evaluacion de la Politica de Bienestar
Animal de la Union Europea, relacio-
nada con la experimentacion animal.

Antecedentes

Durante los dltimos 30 afios, la Unién Europea (UE)
ha adoptado una serie de legislaciones referentes a la
proteccion de los animales, entre los que se incluyen
los utilizados para fines cientificos. Por otra parte, la UE
se ha adherido al principio de que mas alla de los ob-
jetivos especificos, las personas tienen el deber ético
de atender a los animales que estan bajo su responsa-
bilidad. La legislacién en estos campos refleja la im-
portancia cada vez mayor que otorga la opinién publica
a la dimensidn ética de las actividades econémicas con
animales.

En 2006, la Comision adoptd el primer Plan de Ac-
cion de la UE sobre la Proteccién y Bienestar de los Ani-
males 2006-2010 del que se describieron sus lineas
estratégicas y sus acciones futuras. El Plan de Accion
fue el primer documento que agrupaba en un solo
texto los diferentes aspectos de la politica de la UE
sobre Bienestar Animal (BA).

La Evaluacion

En noviembre de 2009, las empresas inglesas GHK
Consulting Ltd y ADAS UK Ltd fueron comisionadas por
la Comision Europea, Direccion General de Salud y Po-
litica de Consumidores (DG SANCO), para evaluar la po-
litica de la UE en lo que se refiere a bienestar animal
(EUPAW: EU Policy on Animal Welfare -Siglas de Poli-
tica de la Unioén Europea en Bienestar Animal), para
animales de granja, de experimentacion, de compafiia
y silvestres que se mantienen en cautividad o se so-
meten a tratamientos controlados por los seres huma-
nos. La evaluacion pretende analizar hasta qué punto
las actuaciones en bienestar dirigidas a los animales
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Resumen del Andlisis del Informe realizado por SECAL
Elaborado por J.M. Ziidiga. Junta Directiva.

OCTUBRE DE 2011

pueden afectar al funcionamiento del mercado interno
de la UE, y analiza cuatro posibles tipos de accion: (i)
legislacion, (ii) investigacion, (iii) comunicacién y (iv)
actividades internacionales. Esta evaluacion 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 politica de la UE sobre BA y com-
pararlos con los objetivos.

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

+ Determinar si es necesario realizar cambios en la
politica sobre BA y sugerir posibles mejoras.

- Realizar recomendaciones para el disefio de la
futura politica, teniendo en cuenta los aspectos
socioeconomicos.

Impacto del uso de animales de

experimentacion en la UE

El uso de Animales de Experimentacién (AE) se pro-
duce en una escala menor que la de los animales de
granja, pero juega un papel importante en una variedad
de investigacion y desarrollo (I+D). Se calcula en torno
a los 12 millones/afio. Aunque el informe no aporta un
ndmero concreto, se estima en varias docenas el nd-
mero de establecimientos criadores y proveedores de
animales con fines experimentales. Cada afio se inician
aproximadamente 9.300 nuevos proyectos de I1+D en la

Animales de Laboratorio n° 51



UE-25 que involucran el uso de animales, y que a me-
nudo duran varios afos. La media de coste por proyecto
de investigacion se estima en unos 300.000 € en tres
anos. Esto sugiere que los gastos anuales son del orden
de 3.000 millones de euros para proyectos de investi-
gacion que utilizan animales. Sobre esta base, el nu-
mero de personas empleadas en proyectos de 1+D con
animales en la UE se estima en unas 28.000. El des-
glose porcentual en relacion al lugar en el que se reali-
zan los proyectos de investigacion es el siguiente:

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

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

« Institutos o centros de validacion estatales: 3,6%

- Otros organismos publicos: 9,4%

- Organizaciones sin animo de lucro: 4,2%

- Hospitales (1,2%) y Laboratorios de salud publica
(0,6%)

Los sectores industriales que usan animales de ex-
perimentacion son el farmacéutico, el quimico, y los
productores de pesticidas, alimentos y piensos. Colec-
tivamente suponen unas 343.000 empresas en la UE,
con una facturacion de 1.680 mil x 10° €, ocupando a
un nimero estimado de 6.5 10° de personas.

La Encuesta de Evaluacion

Como ya hemos indicado, la evaluacién se realiz6
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
identificacion del problema mediante una encuesta,
parece acertado. Los tamafos de muestra en los dife-
rentes items de consulta son bastante adecuados y
pueden dar resultados objetivos de la EUPAW, aunque
creemos que son mas aplicables para la UE de los 15,
y menos para la UE de los 27, especialmente los paises
del Este de nueva incorporacion.

Coincidimos con la mayoria de las consideraciones
realizadas, aunque afiadimos diferentes comentarios
en referencia a los animales de experimentacion. Pre-

s e
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sentamos para cada pregunta una valoracion desde nu-
estro punto vista.

Pregunta 1. ;En qué medida la legislacién 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 Unién?

Esta pregunta es la que ocupa al menos el 50% de
la evaluacion y en ella se plantean las cuestiones mds
relevantes.

Sobre la permisividad de la Directiva 86 /609 /CEE

Coincidimos en la lentitud de aplicacion de la Direc-
tiva, en especial en los paises en vias de desarrollo de
la UE, frente a otros con niveles de cumplimiento muy
superiores. En general la legislacion 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 experimentacion animal (CEEA), por imperativo
de las instituciones oficiales financiadoras de 1+D+i y
como exigencia indirecta de los Comités Evaluadores de
las revistas cientificas con indice de impacto.

Las instalaciones de produccion y experimentacion
animal (EA) se han ido mejorando y esto ha permitido
aplicar los minimos legales establecidos de estabula-
cion y cria. 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 evaluacion de productos quimicos en sentido
amplio y que su implantacién esté asociada a una re-
duccién cuantitativa significativa en el ndmero de AE
utilizados. En el periodo de valoracién (2002-2008), no
se aprecia una reduccién apreciable en el uso de ani-
males en los paises claves (Francia, Inglaterra, Alema-
nia) y no se dispone de informacion de paises
importantes como Suiza (Tabla 1).
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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%

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

Sobre el transporte

AUn no se ha consequido estandarizar un sistema
adecuado de transporte para los animales de experi-
mentacion, posiblemente debido a su escasa impor-
tancia cuantitativa. Existen iniciativas por parte de
algunas empresas proveedoras de animales de expe-
rimentacion, mediante la adecuacién de vehiculos cli-
matizados, o bien interrumpiendo el transporte en
paises mediterrdneos durante los meses estivales. Pero
s6lo se aplican en grandes ciudades o dreas de mayor
consumo. Las empresas de transporte habituales NO
quieren asumir el riesgo del transporte de este tipo de
animales, ni los incrementos de inversion en vehiculos
especiales para ello. Con cierta frecuencia y por un
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transporte inadecuado, aparecen lotes de animales
muertos por asfixia o similar. Este hecho se ha visto re-
ducido en los dltimos afios, si bien se siguen dando
€as0s.

Se deberia de implementar una legislacién o articu-
lado especifico mas punitivo en el tema de transporte
de animales de experimentacion. 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 1+D+i.

Sobre las inspecciones

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

Pregunta 2. ;En qué medida la legislacion de la UE
sobre la proteccion de los animales ha asegurado el
correcto funcionamiento del mercado unico para las
actividades afectadas?

Como punto de partida es necesario hacer una refle-
xién sobre la armonizacién de la legislaciéon entre los
paises de la UE.

Sobre la armonizacién de la leqislacién

En cuanto a la armonizacion, son bien patentes las
diferencias entre paises y su grado de cumplimiento.
Estas diferencias se dan incluso dentro de un mismo
pais, como es el caso de Espafia, entre autonomias, lo
que acentla el nivel de incumplimiento. A pesar de
ello, en los 6 afios de evaluacion (2002-2008), ha exis-
tido una aplicacion progresiva y generalizada de la Di-
rectiva, en relacién a las instalaciones, manejo y
mantenimiento de los animales. La mayoria de los pai-
ses miembro la han adoptado creando legislaciones es-
pecificas de dmbito nacional y/o regional.
Desconocemos el estado de los nuevos paises incorpo-
rados a la UE.
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Coincidimos en que la Directiva de 1986 estuvo en
vigor casi 25 afios y en este periodo 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 inspeccién, y otros muchos
aspectos relacionados con los AE. Pieza clave ha sido la
puesta en marcha de los CEEA que eran inexistentes en
los paises menos desarrollados.

La nueva Directiva viene a ratificar lo que se estd
aplicando en bastantes estados miembros, y pasara de
ser una simple guia de recomendaciones a una direc-
triz de aplicacion 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.

Efectos sobre el comercio de productos relacionados

En lo referente al comercio de animales de experi-
mentacion, resulta preocupante la tendencia a con-
centrar la produccion en determinados paises
miembros y que se dejen de producir in situ. Ademds
de poder provocar desabastecimiento por circunstan-
cias empresariales y problemas de contaminacién de
las barreras, implica transporte, ain deficiente para
este tipo de animales. Habria que evaluar el impacto
comercial con mayor visién, dado que en los ultimos
10 afos han aparecido los animales modificados ge-
néticamente, se han utilizado otras especies animales,
y ha habido una reduccion apreciable en la demanda
de los modelos cldsicos.

En cuanto a las tendencias en el uso de animales de
experimentacion, el desproporcionado incremento que
se reporta para Espafa (243%), se puede deber en
gran medida a que a partir de 2005-2006 se generalizé
el trasvase de la informacion estadistica desde los cen-
tros registrados a las CCAA y de éstas a la Autoridad
Nacional.
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En referencia a “si la legislacion nacional de BA y su
aplicacion ha podido afectar al mercado interior”, ha-
bria que anadir que la aplicacién de la Directiva, y por
anadidura de la politica sobre BA, ha podido suponer
un incremento en el coste de los animales y de la in-
vestigacion en |+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 bioldgicos o similares.

Pregunta 3. ;En qué medida la financiacion que realiza
la UE para investigacion y asesoramiento en BA ha
contribuido al desarrollo de actividades cientificas es-
pecificas en el campo de la legislacion, la comunica-
cion, o de cara a iniciativas internacionales?

Es evidente que se debe hacer un mayor esfuerzo de
financiacién 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 proliferacion de estudios de preferencias y en-
riquecimiento ambiental realizados principalmente
entre 1995y 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 aplicacion
de nuevas técnicas de enriquecimiento. Asimismo, re-
sulta necesario potenciar estudios relacionados con la
reduccion de técnicas invasivas, aplicacion de métodos
de reduccion del dolor y sufrimiento. Reevaluar los cri-
terios de punto final, las fichas de supervision del es-
tado del animal, los indices de BA y las escalas de
severidad, generando recomendaciones para las dife-
rentes dreas de conocimiento de la Biomedicina. La
nueva Directiva articula los grados de severidad de los
procedimientos, aportando una nueva herramienta de
evaluacion 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 opinion publica han contribuido a au-
mentar la concienciacion y la responsabilidad
respecto al BA?

Aunque se valora la aparicién y desarrollo de pro-
gramas formativos e informativos online, considera-
mos que en esta cuestion no se ha realizado una
evaluacion adecuada. En el informe se realizan una
serie de recomendaciones y se plantean estrategias a
desarrollar para evaluar el estado de la cuestion, pero
no se analiza realmente la situacion.

En varios paises de la UE existe cierta permisividad
por parte de las autoridades hacia los grupos extre-
mistas representados por el Frente de Liberacién 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 deberian de ser perseguidas como delitos y se
deberia de plantear para ellas el criterio de “TOLERAN-
CIA CERO".

Da la sensacion de que la EA se “esconde” en su ver-
dadera dimensién y se considera un “mal menor”. Por
el contrario, la UE deberia de desarrollar una politica
de divulgacién mediante campanas 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 proliferacion de redes o grupos
estructurados de estudio y evaluacién de la ética y la
moral en el uso de animales en experimentacion, y las
actuaciones de los CEEA. Queremos destacar en ese
sentido, y como modelo el ejemplo de divulgacién re-
alizado en Brasil (“Ftica na Pesquisa”, ver en
www.eticanapesquisa.org.br ).
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Finalmente, se debe considerar que el “etiquetado
de BA” también es aplicable a los productos o procesos
de investigacion realizados segun los requerimientos
establecidos tanto por la legislacién 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 concienciacién y a crear unos conocimien-
tos e ideas comunes sobre los problemas y estdnda-
res del bienestar animal a nivel mundial?

Creemos que para esta pregunta no se ha realizado
una evaluacion real de la situacién, al menos en lo re-
ferente a la EA. Existen dos elementos de actuacién en
los que la UE ha contribuido a la implantacién de los
estandares de BA en otras regiones del mundo.

En primer lugar, se ha realizado un esfuerzo en la ex-
portacién 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-
cion Académica), y las Agencias de Cooperacion Inter-
nacional tipo AECI.

En segundo lugar, se ha exportado a terceros paises
los estdndares 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 aplicacion y exportacion
de las Normas OCDE y de las Normas REACH especificas
de Ia 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 paises 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 activacion y desarrollo de
politicas de BA homogéneas entre terceros paises. Esto
es importante en el caso de los paises emergentes o en
vias desarrollo, en especial y para el caso de Espafa
por su relacion con Latinoamérica. Para productos qui-
micos en general, provenientes de estos paises, in-
cluido farmacos y cosméticos, se deberian requerir al
menos los niveles exigidos por el informe REACH. En el
caso de paises como Canadd, Japén o EEUU, disponen
de legislacion cada vez mas restrictiva en BA. La mayo-
ria de las empresas multinacionales de los paises mas
desarrollados disponen de una politica propia sobre BA,
con tendencia a disponer, cada vez mas de la acredita-
cion AAALAC (http://www.aaalac.org/). Dicha situa-
cion las instituciones

afecta a 0 empresas

subcontratadas para la realizacién del 1+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?
JSeria necesario establecer instrumentos financieros
especificos y/o recursos especializados para iniciati-
vas de la UE relativas con el BA?

Coincidimos en que la aplicacién de la Directiva ha
servido como argumento y motivacion para elaborar
legislaciones mds especificas y concretas en los paises
de la UE. Esto ha supuesto inversiones en la mejora de
las instalaciones, se ha incentivado la formacién y cua-
lificacion del personal, y se han adoptado condiciones
de BA de manera generalizada. En definitiva, ha exis-
tido una adaptacion de los recursos financieros a las
necesidades de EUPAW. En este sentido, |a contribucion
de los fondos FEDER ha sido clave para los paises peri-
féricos de la UE. Igualmente coincidimos en las actua-
ciones identificadas que exigirian financiacion y
recursos, a las que afiadimos las siguientes:
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- Apoyar y financiar programas de informacion y
formacion de la sociedad en términos de BA e
importancia de la EA.

- Apoyar y cofinanciar programas de intercambio
de informacién sobre ciencia y tecnologia del AE
y asesoramiento del disefio, construccion y opti-
mizacion de instalaciones destinadas a la pro-
duccién y/o experimentacion.

- Apoyar el desarrollo del 1+D en toxicologia de
cara a la validacion y registro de productos pro-
cedentes especialmente de paises emergentes.

Pregunta 8. ;En qué medida la EUPAW aborda las ne-
cesidades de los interesados y de los ciudadanos de
la UE? ;Qué dreas necesitan cambios, en lo que se
refiere a sus objetivos, dmbitos, sistemas de gestion
o0 procesos? ;Qué tipo de cambios?

Coincidimos tanto en el analisis, como en las priori-
dades indicadas en el informe. Se deberian dedicar es-
fuerzos a informar de las consecuencias beneficiosas
de la aplicacion del BA y al equilibrio entre los colecti-
V0S que quieren mayores cotas de BA y los que “aplau-
dirian” su reduccién, sobre todo para reducir costes
economicos. Enfatizar que el BA y la ciencia de calidad
van cogidos de la mano y garantizan mejores resulta-
dos en 1+D+i, sobre todo a medio y largo plazo.

Pregunta 9. ;En qué medida la intervencién, obje-
tivos y actividades vinculados a la EUPAW suponen
un apoyo a otras politicas de la Unién Europea, o
puedan entrar en conflicto con alguna de ellas? ;En
qué medida los elementos de la lIégica de interven-
cion 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 politicas de la UE, en colaboracién
con la Comisién y los Estados Miembro?
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Coincidimos con el informe en la practica ausencia
de dreas de conflicto con otras politicas de la UE. En re-
lacion a posibles efectos sobre el Mercado Interior, la
politica de la UE ha contribuido a mejorar las instala-
ciones de animales, en los paises miembros, primando
la mejora de su estado de bienestar. Esto ha facilitado
mejores resultados en investigacion y, por tanto, ha
hecho mas eficientes a los paises de la UE en lo refe-
rente a la obtencién de nuevos medicamentos y nue-
vos avances en Biomedicina.

Respecto al comercio exterior, ha permitido el des-
arrollo de Biotecnologia de calidad al mismo nivel que
USA, Canadd o Japdn, y esta contribuyendo a que tanto
paises en vias de desarrollo como los emergentes ad-
quieran el mismo compromiso de aplicacién 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 politicas de bi-
enestar animal contribuyen a la sostenibilidad eco-
nomica de los sectores afectados (de animales de
explotaciones agricolas y de animales de experi-
mentacion)?

Los comentarios del informe para esta cuestion estan
en linea con la pregunta anterior en cuanto a (i) la me-
jora de calidad de las empresas (ii) la imagen publica
de la EA, (iii) las cargas administrativas y (iv) el nivel
de cumplimiento de la Normativa. Otro aspecto es la
reduccion del nimero de animales utilizados, en espe-
cial los incluidos en el grupo de especies socialmente
sensibles (perro, gato, primate) cuyo coste de mante-
nimiento es mas elevado y encierra una mayor des-
aprobacion social. Por otra parte, una mejor imagen
social, como consecuencia de la aplicacién de la EUPAW,
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contribuye a potenciar el desarrollo de la investigacion
en EA. Igualmente facilita la incorporacién de nuevos
investigadores y reduce la deslocalizacion de la activi-
dad hacia terceros paises mas tolerantes con bajos ni-
veles de bienestar.

Pregunta 11. ;Qué costes conlleva la gestion de la
EUPAW para las administraciones publicas de los Es-
tados Miembro?

Se deberia de armonizar entre los estados miem-
bros, y dentro de ellos a nivel de autonomias 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-
matico y periddico contribuiria al cumplimiento de la
legislacion actual en términos de BA de manera efec-
tiva. No se deben descartar las penalizaciones me-
diante multas y expedientes contra las personas fisicas
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 sequimien-
tos. En este sentido, se deberia 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 informacién entre ellas.
Creemos que el dato estimado de sélo 450 inspeccio-
nes para el conjunto de la UE por afio es muy bajo.

El presente texto es un resumen de un informe mas

completo en el que se incluyen las referencias. Se
puede consultar en www.secal.es
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Introduccion

Es conocido por la comunidad cientifica que la in-
troduccién en el mercado de un gran numero 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 numero estan relacionados con de-
terminados riesgos debido a su toxicidad. La legisla-
cién actual exige que, previamente al registro y
comercializacién, se evalte 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 relacién
riesgo/beneficio los declare no aptos para el uso so-
cial que fueron concebidos’.

Por lo general, los estudios mutagénicos y genoto-
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 vias de
administracion de manera independiente?. Con estos
estudios se explora el riesgo asociado a dafios 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 evaluacién. En la
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actualidad, se han descrito una amplia gama de ensa-
yos tanto in vivo como in vitro capaces de detectar el
dafio genotdxico a los diferentes niveles de expresion,
todos con una alta sensibilidad y especificidad®. A su
vez, las agencias requladoras han elaborado protocolos
estrictos para la realizacion de los mismos y sugieren
cual o cuales de ellos utilizar en cada momento, le-
gandole un peso preponderante a los ensayos in vivo.
Estos ensayos, ademds 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 fisioldgicos a se-
mejanza de los humanos. Como regla general, el grupo
de mamiferos mas utilizado ha sido el de los roedores,
principalmente las ratas y ratones”.

El problema principal al respecto radica en que los
investigadores utilizan las diferentes lineas genéticas
de ratas existentes del biomodelo de forma azarosa o
por conveniencia, pero en la mayoria de los casos esta
decision esta lejos de una base tedrico-préctica que
justifique la seleccién, fundamentalmente por la falta
de estudios al respecto. Esto conduce a que en muchas
ocasiones, los resultados obtenidos por diferentes gru-
pos de investigacion que trabajan productos semejan-

Animales de Laboratorio n° 51



tes o del mismo grupo en diferentes momentos no
puedan ser comparables, debido a que es conocido que
las diferencias genéticas entre las lineas del biomodelo
presentan diferenciaciones en la expresion de los
darios a nivel del genoma®.

De ahi que en no pocas veces sea necesario repe-
tir un estudio debido a que los controles negativos pre-
sentan niveles de dafios semejantes a los controles
positivos; aunque la peor de las consecuencias es real-
mente el enmascaramiento de las verdaderas poten-
cialidades genotdxicas del producto a evaluar. Esto
ocurre debido a que el biomodelo tiene una tasa muy
baja de expresion del dafio genotéxico y por ello, un
mayor margen a la hora de emitir un criterio de pro-
ducto sequro, 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 expresion
del dafno genotoxico y consecuentemente un menor
margen para emitir un criterio de producto seguro, que
entonces conduciria a desechar un producto seguro por
concebirlo como genotoxico.’

Esta problematica conduce a pensar que en la ac-
tualidad, s6lo aquellos productos que son muy sequ-
ros o muy genotdxicos son verdaderamente
clasificados mientras que aquellos capaces de causar
“pequeiios” danos pudieran estar mal clasificados; de
ahi la importancia de realizar un estudio comparativo
de las tasas espontdneas e inducidas de dafos genéti-
cos en las lineas genéticas de ratas disponibles en
nuestro pais a los diferentes niveles de expresion y a
través de diferentes técnicas, de forma tal que les per-
mita a los toxicogenéticos contar con una herramienta
potente, avalada estadisticamente, a la hora de selec-
cionar la linea genética de ratas para realizar los estu-
dios de mutagénesis y carcinogénesis.

Por tanto, el objetivo de este estudio fue realizar la
evaluacion y comparacion entre ratas de ambos sexos
de las lineas genéticas Sprague Dawley, Lewis y Wistar,
teniendo en cuenta su respuesta basal e inducida a
sustancias mutagénicas como la ciclofosfamida (CF), en
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el ensayo cometa alcalino de leucocitos de sangre pe-
riférica, ensayo de micronucleos, aberraciones cromo-
soémicas en eritrocitos de medula 6sea y en el ensayo
de la morfologia de |a cabeza del espermatozoide.

Materiales y métodos
Animales

Para este estudio se utilizaron ratas de las lineas
genéticas Sprague Dawley, Lewis y Wistar, adultos jo-
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 £ 2° () 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 caracteristicas 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 investigacién con animales de laboratorio,
segun los criterios éticos establecidos por el consejo
canadiense de cuidado animal®.

Administracién y dosificacién

En todos los grupos experimentales, |a sustancia se
administré en el horario de 10:30-11:30 a.m., y las con-
centraciones se ajustaron semanalmente en funcién
del aumento del peso corporal. Los animales se distri-
buyeron aleatoriamente en grupos de 5
animales/sexo/linea, 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 realizd la técnica de entubacién gdstrica para que
estuvieran expuestos a las mismas condiciones de ma-
nejo que los demads grupos, durante un periodo de 14
dias.

En el grupo experimental 2 se utiliz6 el Tween 65
al 2 %, puesto que es el vehiculo mas utilizado en la
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mayoria de las preparaciones de sustancias oleosas,
atil como agente tensoactivo’, y en el grupo experi-
mental 3 se utilizo el Nacl al 0.9 %, util como disol-
vente de la mayoria de las sustancias a preparar®.
Ambas sustancias fueron administradas por via oral a
2 ml/kg durante un periodo de 14 dias y preparadas 2
horas antes de la administracién.

En el grupo experimental 4 se utilizé6 como control
positivo la CF en dosis de 50 mg/kg, por via ip (Ledo-
xina®, Lemri S.A.), diluida en disolucion salina (Nacl)
al 0.9 %°. La disolucién se administré inmediatamente
después de ser preparada, a las 48 horas y luego a las
24 horas, antes de Ia eutanasia programada a la misma
dosis antes descrita a razén de 10 ml/kg™.

Para el ensayo de la morfologia de la cabeza del
espermatozoide, se utilizaron ratas machos de cada
linea evaluada, formando estos mismos grupos expe-
rimentales a la dosis y via mencionada con anteriori-
dad, sélo que la administracion de cada una de estas
sustancias fue durante 5 dias consecutivos y luego es-
tuvieron sin administrar 52 dias (duracion del ciclo es-
permdtico de la rata)®.

Observaciones clinicas

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, en
el horario comprendido entre las 8:30-10:30 a.m. y las
3:00-4:30 p.m. Durante cada observacién se tuvo en
cuenta el estado clinico general del animal, que incluia
la palpacién para la deteccién de lesiones, posibles
afectaciones respiratorias, del sistema nervioso, car-
diovascular, gastrointestinal, estado de la piel, pelo, co-
loracién de las mucosas y 0jos.

Eutanasia

A todos los animales se les practicé la eutanasia
bajo atmdsfera de éter hasta la pérdida total de los re-
flejos, para lo cual se tomaron las medidas de sequri-
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-
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mentales 1, 2y 3, la eutanasia fue 24 h después de la
Ultima administracion, en el caso del grupo experi-
mental 4 tratado con CF, la eutanasia se realizd 24
horas después de la sequnda administracién del muta-
geno, haciendo coincidir el dia de la eutanasia en todos
los casos.

Examenes realizados

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 pl. Luego se procedid a verter la sangre en un vial
que contenia previamente 10 pl de heparina sédica,
manipulando las muestras a 4°C. El muestreo se rea-
liz6 bajo luz atenuada para evitar dafio adicional en el
ADN y de esta forma, disminuir los falsos positivos y
evitar que la manipulacién constituyera un factor de-
terminante de los resultados".

Electroforesis alcalina de células individuales en
leucocitos de sangre periférica: Las muestras (15-20 pl)
fueron suspendidas en 140 pl de agarosa de bajo punto
de fusion al 0.5 %. Luego se afadieron laminas pre-
viamente preparadas con agarosa. Se sumergieron en
solucién de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM y Tris 10
mM, 1 % Triton, 10 % DMSO, pH 10) durante 1.5 h a
4°C y sometidas a 20 min de desenrollamiento en so-
lucién reguladora de electroforesis (3 % NaOH 10 N,
0.5 % EDTA 200 mM, pH > 13). La electroforesis se re-
alizd a 300 mA y 1 V/cm durante 18-20 min. Las lami-
nas fueron lavadas con solucion reguladora de
neutralizacién utilizando el Tris 0.4 M a pH 7.5 y acla-
radas con agua destilada. La tincién se realizé con ni-
trato de plata al 0.05 %. Los nucleoides tefidos fueron
evaluados empleando un microscopio de transmision
de luz, por tres observadores independientes, para
luego establecer un promedio entre lecturas' '3,

Angdlisis visual: Se analizaron 200 leucocitos/ani-
mal y 100 leucocitos/gel, cuantificAndose 100 cometas
en el centro del gel. Cada cometa fue clasificado acorde
a la categoria o grado de dafio correspondiente en el
ADN entre 0 y 4. La magnitud del dafio en el ADN fue
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expresado en unidades arbitrarias (UA) de acuerdo con
Collins en el afio 2004, a partir de valores posibles en
un rango de 0-400™.

El procedimiento para el cdlculo de (UA) puede ser
resumido en la siguiente ecuacion:

UA=0xTCGO + 1 x TCGT+ 2 X TCG2 + 3 x TCG3 + 4 x TCG4.
-TCGO= Total de células, grado 0 (células no dafiadas).

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

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

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

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

Ensayo de microntcleos en médula dsea.

Un fémur de cada animal fue extraido y la cavidad
medular se lavé por flujo con 4 ml de suero bovino
fetal. La médula asi obtenida se centrifugd a 1000 rpm
durante 10 minutos y tras eliminar el sobrenadante, se
realizé un frotis del botén celular en ldminas portaob-
jetos™. Después de montadas las Idminas (minimo:
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
tincion en Giemsa al 5% durante 12-15 minutos. Las
ldminas fueron codificadas, el andlisis se realizé por
tres observadores independientes y las observaciones
realizadas “a ciegas”. Se contabilizé la presencia de eri-
trocitos policromatéfilos (EP) y normocromatdfilos (EN)
en 2000 células/animal. Ademas, se calculé la fre-
cuencia de EP portadores de microntcleos (MN-EP) en
2000 EP/animal, segun los requisitos establecidos™.
Posteriormente se calculé el indice de citotoxicidad
dado por la relacién de EP/EN de la poblacion total de
eritrocitos y el nimero de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN
en cada grupo.

{mh;;'..
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Ensayo de aberraciones cromosomicas en médula
dsea.

En el horario de la mafiana (2 horas antes de la eu-
tanasia), la divisién celular en metafase se detuvo uti-
lizando colchicina (6 mg/kg, via ip). Un fémur de cada
animal fue extraido y la cavidad medular se lavé con 3
ml de suero bovino fetal (SBF)'. La suspension celular
se centrifugd, elimindndose el sobrenadante. Después
de un tratamiento hipoténico de las células del boton
con KCI (0.075 M), se realizé una sequnda centrifuga-
cion. El boton celular se fijé en una mezcla de metanol-
acido acético glacial (3:1) durante 15 minutos. Se
realizaron 3 fijaciones con centrifugaciones sucesivas, y
se extendieron en ldminas humedas con enfriamiento
previo. Las laminas se secaron al aire y se tifieron con
solucién de Giemsa al 10 % durante 30-35 min. Se con-
tabilizaron 100 metafases por animal, determinandose
el nimero de células con aberraciones, frecuencia de
gaps y de rupturas e intercambios cromosémicos y cro-
matidicos'®. También se calculé el indice mitdtico IM %
(porcentaje de metafases en 1000 células leibles) y el
nimero de células con poliploidia en 1000 células lei-
bles. Todas las determinaciones fueron realizadas por
dos observadores, para luego establecer un promedio
entre ambas.

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

Se realizé la extraccion de ambos epididimos, que
se redujeron a pequefios fragmentos, siendo deposita-
dos en placas Petri que contenian 3 ml de solucion iso-
ténica de NaCl 0.9 %. La muestra se homogenizé con
pipetas Pasteur™.

Conteo de espermatozoides: El contenido de la
placa se coloc6 en un tubo graduado, al que se le afa-
dié 0.05 ml de tripsina al 0.25 %. Transcurridos cinco
minutos de tripsinizacion se le afiadié 2 ml mas de
NaCl 0.9 %, luego se realizé una dilucién del homoge-
neizado tripsinizado en NaCl - Formol al 1 % (1:10) y
se colocd en una cdmara de Neubauer, contdndose

ambos lados de la cdmara al microscopio Olympus BH-
210,17,
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Morfologia del espermatozoide: Al tubo que conte-
nia la dilucion del homogeneizado ya diluido se le afa-
dié cinco gotas de eosina al 1 %, dejandolo reposar
durante cinco minutos. Posteriormente, se extendio
una gota sobre una lamina seca y se colocd el cubre-
objeto'. Se prepararon dos ldminas 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 clasificaciéon se basé en cabezas
normales y anormales que incluye amorfas, banana,
sin gancho y con dos colas, ademas se valord el % de
espermatozoides que contenian gota citoplasmatica
como indicador de inmadurez celular".

Andlisis estadistico

Para las comparaciones entre todos los grupos y
entre especies para analizar parametros del ensayo co-
meta (UA y los diferentes niveles de dafo) se utiliz6 la
prueba U de Mann-Whitney'. Se establecié a priori un
nivel de significacion a=0.05.

Para el caso del ensayo de microntcleos y de abe-
rraciones cromosomicas, se procedid a verificar los su-
puestos para realizar el andlisis de varianza en las
variables continuas frecuencia de EP portadores de mi-
cronucleos, indice de citotoxicidad (EP/EN) y el indice
mit6tico. Los resultados obtenidos muestran que estan
distribuidos normalmente (normalidad, segun el test
de Kolmogorov-Smirnov), existe dependencia entre las
observaciones y presentan homogeneidad de varianzas
(test de levene) ™. Por tanto, se analizaron con el uso
de esta prueba estableciéndose un nivel de significa-
cién de =0.05. Las variables categéricas (nimero total
de MN, numero de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN, nd-
mero de células con aberraciones, frecuencia de gaps
y de rupturas e intercambios cromosémicos y cromati-
dicos, asi como el nimero de células con poliploidia),
se analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrado; el
nivel de significacion establecido fue de 0=0.01.

De igual forma, en el ensayo de la morfologia de la
cabeza del espermatozoide se procedié a verificar los
supuestos para realizar el andlisis de varianza. Los re-
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sultados obtenidos muestran que estan distribuidos
normalmente (normalidad, segun 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 andlisis de varianza
(ANOVA)'¢, con un nivel de significacién establecido de
a = 0.05. Todos los andlisis se realizaron empleando el
Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA
(data analysis software system), version 6.

Resultados y Discusion

El hecho de poder observarse y medirse el dafio en
células somaticas y germinales, evidencia que las
dosis, via y numero de exposiciones fueron las apro-
piadas para no lograr dafio sistémico, al no observarse
animales con signos y sintomas indicativos de toxici-
dad.

En la Tabla 1 se observa que en las tres lineas de
ratas evaluadas en el ensayo cometa alcalino difirie-
ron los resultados entre los grupos controles negativos,
sustancias vehiculos 1y 2 contra los resultados obteni-
dos con el uso de la CF. Por otro lado, se observé menor
nuimero de dafio al ADN basal en la linea 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 induccion obtenidos con la CF no difirieron
entre lineas, resultado que estuvo de manifiesto en
ambos sexos. Ademds, se puede apreciar que en las
tres lineas de ratas evaluadas la CF indujo un aumento
de nucleoides de grado 1y 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 espontdneos e inducidos obtenidos en ratas SD
en el ensayo cometa de leucocitos de sangre periférica
concuerdan con los obtenidos por Gonzdlez y colabo-
radores (2004). El hecho de que ratas SD difirieran de
forma significativa en las variables de dafio medidas
en el ensayo cometa con las otras dos lineas evaluadas,
reporta una gran utilidad, ya que las ratas SD constitu-
yen una linea heterogénea, con respuesta muy similar
a la de las poblaciones humanas, justificando su uso
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en la mayoria de los estudios farmacoldgicos y toxico-
l6gicos preclinicos de drogas, vacunas y otros produc-
tos™.

En la Tabla 2 se aprecian los resultados del ensayo
de micronucleos en médula ésea. La CF difirio nueva-
mente de los demds grupos en las tres lineas de ratas
evaluadas. El menor resultado basal de citotoxicidad
dado por la relacién EP/EN se obtuvo en la linea de
ratas SD en ambos sexos, rangos que ya fueron repor-
tados por nuestro grupo de trabajo al utilizar esta linea
de rata en estudios de antigenotoxicidad®. Resultados
que difirieron de forma significativa entre esta linea y
las ratas Lewis y Wistar. En la linea SD los resultados
de citotoxicidad se encuentran entre 1.18 + 0.06 y el
indice de genotoxicidad el cual igualmente difirié con
las demas lineas de ratas se encuentra en el rango de
un 0.15 £ 0.06 % de eritrocitos policromaticos con mi-
crondcleos. Igualmente la respuesta de esta linea de
rata a la CF fue alta, pero menor a los resultados de
clastogenicidad obtenidos en las lineas Lewis y Wistar
en ambos sexos. Los resultados basales del total de MN
en ratas SD fue bastante bajo al compararse con las
demads lineas evaluadas y en ambos sexos estando en
un rango entre 22-32 MN totales. Por otra parte, la CF
indujo un nimero considerable de MN en esta linea de
ratas, pero su mayor efecto clastogénico se logré en la
linea de ratas Wistar y en machos. Las diferentes res-
puestas a la CF encontradas entre estas lineas de ratas
se debe al factor metabdlico del farmaco y en res-
puesta a diferentes niveles de expresion de los genes
que codifican la enzima citocromo P-4501A1 en el hi-
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 lineas de ratas. Esta enzima hepatica es fun-
damental en la fase | del metabolismo de xenobidticos,
que participa en el metabolismo de la CF en el higado
al utilizarse como droga citotastica?" 22,

Los resultados del ensayo de aberraciones cromo-
soémicas (Tabla 3), demuestran una vez mas el uso mas
eficiente de ratas SD como biomodelos en los ensayos
de genotoxicidad. Nuevamente, las variables analiza-
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das teniendo en cuenta aberraciones de tipo estructu-
ral y el indice mitético difirieron entre las ratas SD en
ambos sexos al compararse con las lineas Lewis y Wis-
tar. Se obtuvieron los resultados basales mas bajos de
células con aberraciones en ratas SD; estando en el
rango entre 17-23, la CF indujo en esta linea de ratas
entre 220-246 células totales con aberraciones. Pero su
mayor efecto mutagénico se logré en la linea de ratas
Lewis al inducir entre 342-360 células aberradas es-
tructuralmente. Por otra parte, difirieron los indices mi-
toticos obtenidos entre la linea SD y las demds
evaluadas, como parédmetro fundamental de dafo ci-
totoxico. En la linea de ratas SD se obtuvieron los re-
sultados de indice mitdtico mas altos, estando en el
rango de 4.81-5.29 %, y el menor nimero de células
con poliploidia (1-3) como pardmetro de aberraciones
de tipo numérico, asi como el menor nimero de abe-
rraciones de tipo Gaps (4-8). Estos parametros difirie-
ron entre esta linea y las demas evaluadas y en ambos
sexos. Tanto en la linea SD como en la Wistar y Lewis,
la CF indujo altos indices de citotoxicidad y genotoxici-
dad. En la linea de ratas Wistar llegé a inducir la for-
macion de 45-48 metafases con poliploidia y de
99-100 células con aberraciones tipo Gaps. Ademads, en
esta misma linea 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 cromosomicas endégenas e inducidas en ratas SD
concuerdan con los obtenidos por nuestro grupo de tra-
bajo, al evaluar dos mutdgenos en diferentes disefios
de dosis y nimero de exposiciones utilizando este bio-
modelo®.

La Tabla 4 muestra los resultados del ensayo de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide, al eva-
luar ratas SD, Lewis y Wistar machos. Las ratas SD ma-
chos superaron a las demds lineas evaluadas en cuanto
al nimero de espermatozoides normales de forma
basal, estando en el rango de 455.3 + 19.4. De las otras
dos lineas evaluadas, la que mayores resultados de es-
permatozoides andmalos basales obtuvo fue la Lewis,
con 75.1 £ 8.1 en 500 células contables. Por otro lado,
en las tres lineas evaluadas se logré un ambiente ge-
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notoxico en las células germinales con el uso de la CF,
obteniéndose mayores resultados de induccién de es-
permatozoides andmalos en la linea de ratas Lewis,
con 36.2 + 9.7 espermatozoides dafiados en un total
de 500 células registradas como promedio. A su vez, al
inducir la CF estas formas anémalas justifica su uso
como control positivo en protocolos de estudios de te-
ratogénesis y fertilidad®, y al inducir un alto efecto ci-
totoxico y genotdxico en células germinales justifica el
uso de la rata como biomodelo experimental en estu-
dios de toxicologia de la reproduccion®2,

Se obtuvo como resultado final que la linea de ratas
SD en ambos sexos difiere significativamente de las
demds lineas en Ias que se encontraron los indices es-
pontaneos mas bajos e inducidos aceptables con CF, te-
niendo en cuenta los indicadores tales como
concentracion espermatica en epididimos, frecuencia
espontanea de cabezas de espermatozoides anémalas,
numero de eritrocitos en médula ésea con micronu-
cleos, indice de citotoxicidad (relacién entre eritrocitos
jovenes /eritrocitos maduros), total de células con abe-
rraciones estructurales en los cromosomas, indice mi-
totico (ndmero de células que se encontraban en la
fase de division celular de metafase) y el porcentaje
de leucocitos en sangre periférica que experimentan
dafo en el ADN segun niveles de menor a mayor dafio.

Este trabajo permitird utilizar la mejor linea de ratas
como biomodelo en los ensayos de genotoxicidad y an-
tigenotoxicidad de productos naturales, farmacos, va-
cunas y otros. Ademds conducen definitivamente a una
disminucion de los costos totales en los ensayos de to-
xicogenética. Desde el punto de vista cientifico y so-
cial, este estudio permitird una evaluacion objetiva del
potencial genotéxico de los productos a evaluar y con-
secuentemente resquardar la sequridad del paciente o
consumidor.

De forma bioética contribuye a impulsar disefos ra-
cionales de los experimentos y con ello, a la disminu-
cién en el numero de animales de experimentacion,
cumpliendo de esta forma con el principio de las tres
Rs (Reemplazo, Reduccién y Refinamiento) planteado
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por las sociedades protectoras del bienestar animal y
las directivas de las agencias reguladoras de medica-
mentos.
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Tabla 2. Comparacion teniendo en cuenta el nimero total de eritrocitos poli y normocroma-
ticos, indice de citotoxicidad y porcentaje de EP con micronicleos en médula ésea de ratas
Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos

Grupo | Sexo | MN |  EP/EN | MN-EP (%)
Ratas Sprague Dawley de ambos sexos
. H 32a 1,19 £ 0,063 0,22 +0,01a
Control negativo
M 27a 1,20 £ 0,03a 0,19 + 0,05a
) . H 29a 1,21 +0,02a 0,20 * 0,02a
Sustancia vehiculo 1
M 30a 1,19 + 0,04a 0,21 % 0,02a
) . H 25a 1,18 + 0,04a 0,17 % 0,053
Sustancia vehiculo 2
M 22a 1,18 £ 0,06a 0,15+ 0,06a
+ + B
control positivo (CF) T H 250Ma 0,89 + 0,04¢a 1,74 + 1,03.:Aa
M 241772 0,90 £ 0,03"a 1,68 £0,92"a
Ratas Lewis de ambos sexos
Control negativo H 48 1,11 £0,02 0,33 £ 0,05
M 47 1,09 £ 0,03 0,32 £ 0,06
Sustancia vehiculo 1 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
Sustancia vehiculo 2
M 44 1,13 + 0,02 0,30 + 0,07
Control positivo (CF) H 295: 0,82 + 0,02: 2,03+ 1,48:
M 2917 0,81 +0,02 2,00 + 1,087
Ratas Wistar de ambos sexos
Control negativo H 54 1,12 £ 0,03 0,37 £ 0,02
M 49 1,14 £ 0,02 0,34 +£0,04
Sustancia vehiculo 1 H 50 1,10+ 0,03 0,34 + 0,05
M 55 1,11 £0,03 0,38 £ 0,03
Sustancia vehiculo 2 H 51 1,10£0,03 0,35 0,03
M 46 1,12 + 0,04 0,32+ 0,05
Control positivo (CF) ° H 0,79 + 0’03? 2,01+ 1’56-:-
M 0,80 * 0,02° 2,05+ 1,16*

CF (Ciclofosfamida). "Administracién por via ip. Determinaciones en 2 000 células/animal.”p<0.05
(comparacién con el control negativo en la misma linea genética, ANOVA). a=p<0.05 (Difiere al compa-
rar entre lineas teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA).

(X media; DE desviacion estandar, para las dos series experimentales). **p<0.01 (comparacion con el
control negativo en la misma linea genética, Prueba no paramétrica de X?, para las dos series experi-
mentales).
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Tabla 3. Resultados de la comparacion de la frecuencia espontanea e inducida de aberraciones cromosé-
micas en médula ésea de ratas Sprague Dawley, Lewis y Wistar de ambos sexos.

Células con
Grupos Sexo IM (%)? Poliploidia® Gaps® #adbeercg;f:ecso.,n
Ratas Sprague Dawley de ambos sexos
Control H 4,81 +0,10¢ 1c
Negativo M 4,93 £ 0,09¢
Ciclofosfamida H 3,40 £ 0,26"C
(50 mg/kg, i.p) M 3,58 £ 0,43%C
Sustancia H 4,97 £ 0,21¢
Vehiculo 1 M 5,12 +0,18¢C
Sustancia H 5,19 £ 0,32¢
Vehiculo 2 M 5,29 £ 0,25¢C
Ratas Lewis de ambos sexos
Control H 4,38 £ 0,11 7 16 50
Negativo M 4,41+£0,10 10 17 52
Ciclofosfamida H 2,99 £0,11% 427 90%* 342°
(50 mg/kg, i.p) M 3,10 0,13 40°° 96 3607
Sustancia H 4,33 £0,15 13 19 51
Vehiculo 1 M 4,51+ 0,09 16 20 55
Sustancia H 4,47 + 0,16 19 18 57
Vehiculo 2 M 4,60 £ 0,08 24 20 60
Ratas Wistar de ambos sexos
Control H 4,32+£0,13 9 20 55
Negativo M 4,37 £ 0,11 16 22 51
Ciclofosfamida H 2,93 +£0,09" 487" 99*" 3397
(50 mg/kg, i.p) M 3,020,107 457 100 3547
Sustancia H 4,26 £ 0,16 18 21 53
Vehiculo 1 M 4,40 £ 0,10 19 18 58
Sustancia H 4,42 +0,14 22 23 59
Vehiculo 2 M 4,55+0,10 22 18 61

°X + D.E, De un total de 10 000 células/grupo/serie para un total de 20 000 células evaluadas, “p<0.05; ANOVA.
#*p<0.01; prueba no paramétrica X* (comparacion contra el control negativo para ambas pruebas, en la misma linea genética).
c=Comparacion entre lineas genéticas teniendo en cuenta el andlisis estadistico en las mismas variables.
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Tabla 4. Comparacion en la morfologia de la cabeza del espermatozoide, % de espermatozoides con

gota citoplasmatica y concentraciéon espermatica en epididimos de ratas machos Sprague Dawley,

Lewis y Wistar.

Grupos n Normales Anormales % EGC co"csgltl:f;;?';l(wq
Ratas Sprague Dawley

CN 20 460,4 £ 19,43 39,6 £ 10,43 7,5+2,3a 2,18 £ 0,53

SV1 20 460,6 + 8,33 39,4 £ 8,33 6,4 +3,2a 2,09 +£0,3a

SV2 20 4553 +17,5a | 44,7 +13,5a 8,9 +4,1a 1,97 + 0,2a

CF? 20 408,0 + 7,0%a 92,0 £ 7,0%a 43,2 +6,1%a 0,81 +0,3%a
Ratas Lewis

(N 20 430,7 9,2 69,3£9,2 10,6 + 6,1 1,81+0,4

SV1 20 432,4+7,8 67,6 +7,8 11,8 +5,9 1,90 + 0,2

V2 20 4249 + 8,1 75,1+ 8,1 14,1+7,6 1,86 + 0,2

CF? 20 372,1+6,6% 127,9 £ 6,6* 60,6 £ 8,27 0,63 £0,3%
Ratas Wistar

(N 20 428,6 +7,9 71,479 11,752 1,79+ 0,3

SvV1 20 433,9 + 8,8 66,1+ 8,8 12,3 +4,9 1,89 +0,3

V2 20 425,1+9,3 749+9,3 14,5 + 6,2 1,81+0,2

CF? 20 369,2 + 4,2* 130,8 £ 4,2% 62,1+9,7° 0,60 £ 0,3%

(CN: Control negativo, SV1: Sustancia vehiculo 1, SV2: Sustancia vehiculo 2, CF: Ciclofosfamida). EGC: Espermatozoi-

2Administracion por via ip, durante 5 dias. Determinaciones en 500 células/animal. “p<0.05 (comparacién con el
control negativo en la misma linea genética, ANOVA). a=p<0.05 (Difiere al comparar entre lineas teniendo en

des con gota citoplasmatica.

cuenta la misma variable en el mismo grupo experimental, ANOVA).
(X media; DE desviacion estandar, para las dos series experimentales).
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La obtencion seriada de muestras de sangre de ro-
edores es una practica rutinaria en estudios que se re-
alizan durante el desarrollo preclinico de farmacos,
principalmente en estudios de farmacocinética. La im-
plantacién de canulas intravasculares que se exteriori-
zan a través de la piel permite el acceso al torrente
circulatorio de manera permanente vy facilita la extrac-
cion de multiples muestras de sangre, minimizando el
malestar causado a los animales durante la préctica de
punciones repetidas y aplicacion de otros métodos cla-
sicos de extraccién 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
aparicion de sistemas automatizados de muestreo in
vivo, ya que los catéteres implantados de forma cro-
nica sirven para la conexién del animal al sistema de
extraccion automética. El proceso de muestreo auto-
matico supone un avance metodoldgico que mejora la
calidad vy 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 mas representativo de la fisiologia
del organismo.

2) Permite obtener suficientes muestras a diferen-
tes tiempos para realizar curvas completas en un
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mismo animal, lo que contribuye a una informa-
cion farmacocinética de mayor calidad.

Reduce el nimero de animales requerido para
los estudios.

Garantiza una buena estandarizacion de la téc-
nica, a través de la programacion de los tiempos
de muestreo y los volimenes de extraccion, en
comparacion con las inevitables desviaciones de
la técnica manual.

S
~

(%)
~

Hace posible la reutilizacion de animales en va-
rios estudios tras un periodo de recuperacion
adecuado.

Estas técnicas han sido primeramente desarrolla-
das en roedores, tanto en rata como en ratén. Aunque
su aplicacion en el ratén es mas complicada, debido a
la dificultad de practicar una cirugia vascular en un ani-
mal de tamafio tan pequefio y consequir una recupe-
racion post-operatoria 6ptima, el esfuerzo en la
implementacion de la técnica en esta especie se justi-
fica por Ia amplia variedad de modelos experimentales
que se estan obteniendo gracias a las técnicas de mo-
dificacion genética, siendo una herramienta de estu-
dio muy importante para la extrapolacién en humanos.

El éxito de la intervencion quirdrgica y el manteni-
miento de la apertura de la via implantada dependen
de la ausencia de procesos infecciosos e inflamatorios

Animales de Laboratorio n° 51



y otros factores que pueden obstruir el catéter, como la
formacion de trombos. Para conseguir este objetivo, el
investigador debe estar correctamente entrenado, los
medios ser adecuados y los procedimientos quirtrgi-
cos y salas correctamente disefiados. 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.

Previamente a la intervencién quirdrgica, a
los animales se les administra una dosis Gnica de
un antiinflamatorio no esteroideo como el Meta-
cam® (meloxicam: 1 mg/Kg) y un analgésico
opidceo, Buprex® (buprenorfina: 0.03 mg/Kg),
por via subcutdnea.

Transcurridos unos 10 minutos tras la admi-
nistracion de la medicacion preoperatoria, se
anestesia al animal via inhalatoria con isoflurano.
Se introduce el animal en una cdmara de induc-
cion y se le administra una mezcla de isoflurano
al 4% en oxigeno (0.6 |/ min) durante unos mi-
nutos hasta conseguir una anestesia profunda. El
plano de anestesia se comprueba mediante la pérdida
del reflejo palpebral y podal. Sequidamente 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 oxigeno 0.6- 0.8 |/min).

La anestesia inhalatoria es recomendable en esta
especie por la rapida recuperacién del animal. Ademas,
a diferencia de otros farmacos anestésicos, induce una
escasa vasoconstriccion, lo que facilita el procedimiento
de canulacion.

El animal anestesiado se coloca sobre un plano qui-
rdrgico aséptico, en posicion de decdbito supino (Figura
1). Para evitar la hipotermia causada por la anestesia,
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se sitda al animal sobre una manta térmica y se veri-
fica la temperatura corporal regularmente mediante
una sonda rectal.

Figura 1: Colocacion del animal en el plano quirtrgico bajo
anestesia inhalatoria con isofluorano

Se aplica un lubricante ocular como la vaselina o
glicerina estéril, recubriendo toda la superficie de cada
0jo para evitar la sequedad provocada por la anestesia.

Con una maquinilla eléctrica se rasura toda la zona
anterior del cuello, en la que se realizard la interven-
cion quirdrgica. También se rasura la zona interescapu-
lar, en la cual se exteriorizara el catéter implantado. Las
zonas rasuradas se desinfectan con una mezcla de po-
vidona yodada y alcohol 70° (50/50, v/V).

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



Con la ayuda de unas tijeras pequefas, se
practica un pequefo corte longitudinal en el cen-
tro de la zona anterior del cuello del raton, en di-
reccion al abdomen. Se retira suavemente la piel
del corte, se localizan las glandulas parétidas y la
linea de separacién de ambas. Siguiendo esta ul-
tima con las tijeras, se practica un pequefio corte
para separarlas.

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

En el espacio entre la musculatura vy la arteria
se inserta la punta de una pinza, de forma que con
un pequefo 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
manipulacion se realiza con extremo cuidado para
evitar danar el nervio o provocar una rotura de la
arteria. Periddicamente, y hasta el final de la in-
tervencion, la zona quirtrgica se humedecerd con
unas gotas de suero salino estéril para hidratar los
tejidos.

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

En el mercado existen diversos tipos de catéte-
res de diferentes materiales que pueden ser utiliza-
dos. Nosotros utilizamos un catéter especifico para
l[a conexion al sistema Culex® Automated Blood
Sampler (Bioanalytical Systems Inc., ref. CX 2052-5)
para la extraccién automatizada de muestras de
sangre. Es un catéter estéril con un volumen interno
de 14.5 pl que se suministra con una aguja adap-
tada. Cerca del extremo de insercion 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 plastico. En el momento de su utilizacién, se re-
tira el cierre de plastico, conservandolo a parte, y se
conecta a una jeringa utilizando la aguja adaptada.
A continuacion el catéter se ceba con suero salino
estéril heparinizado (1.6 Ul heparina/ ml).

Para realizar la canulacién utilizamos un mi-
croscopio estereoscépico sin lente ocular que pro-
porciona una imagen aumentada de hasta 20X,
Mantis® Elite Compact (Vision Engineering). Ade-
mds 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 espatula por debajo de la arte-
ria y tensamos el hilo distal con ayuda de unos
féorceps hemostdticos. Con el vaso asi expuesto,
practicamos una incisién 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 angulo de 45° con
la arteria. Al perforar la pared, aparecerd una gota
de sangre que nos indicard 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 algodén
impregnado con solucién salina.

En la incision 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-
zandolo bajo las pinzas, haciéndolo avanzar hasta
el tope (Figura 3A). Si el catéter estd bien colo-
cado, se observard que se llena de sangre rapida-
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 seqgundo nudo por detrds, asegurando la suje-
cion a la arteria.
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Figura 3: A) Introduccion del catéter en el lumen
vascular. B) Fijacion del catéter en la arteria canulada

Se da la vuelta al animal y se practica un pequefio
corte en la zona interescapular. Con ayuda de un clip o
pinza hemostdtica 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, deslizandola
subcutaneamente hasta la zona de la cirugia. La jeringa
se conecta de nuevo al catéter, se retira la pinza, y se
arrastra subcutdneamente hacia el exterior.

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

En la zona de la intervencion, 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



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

Figura 4: A) Exteriorizacion del catéter implantado en
la zona interescapular. B) Raton canulado; primeros
minutos de recuperacién post-operatoria

Una vez finalizada la operacion (Figura 4B), se admi-
nistra al animal 1 ml de suero salino estéril por via sub-
cutdnea para compensar la pérdida de fluidos durante la
cirugia y la deshidratacion causada por la anestesia.

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

Para facilitar la recuperacion del animal le suminis-
tramos hidrogel como alimento, que ayuda a mantener
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hidratado el animal. En las primeras horas post-operato-
rias dejamos caer en la cubeta pequefios pedazos de
pienso humedecido con agua para favorecer la mastica-
cion. A las 24h de la intervencion se administra una
nueva dosis de Metacam® (meloxicam: 1 mg/Kg).

La extraccion de muestras de sangre se puede re-
alizar tras la recuperacion post-operatoria, en general,
y si no hay complicaciones, al cabo de 2- 3 dias des-
pués de la intervencion.

El mantenimiento de los catéteres consiste en reno-
var de forma periédica la solucién lock para evitar la for-
macion de codqulos que puedan obstruir la via y
mantenerla abierta hasta el momento de realizar las ex-
tracciones de sangre. En este caso concreto, al tratarse
de una arteria con una
presion sanguinea impor-
tante, la renovacion se
puede espaciar alrededor
de 3-4 dias.

En el ratén, debido a
la dificultad de manipula-
cién, se requiere realizar la
operacion bajo anestesia
con isoflurano. Para ello,
se retira el cierre de plds-
tico del catéter y se aspira
con una jeringa hasta ob-
servar que fluye la sangre.
A continuacion, se lava el
catéter con unos microli-
tros de suero salino estéril
y se rellena con solucién
lock fresca. Se coloca de
nuevo el cierre del catéter
y se devuelve el animal a
su cubeta.

Figura 5:

Imagen de un ratén ca-
nulado en el sistema
Culex de extraccién au-
tomatizada de mues-
tras de sangre

A Natasha Nikolaidis y Robyn Guinn por su ayuda
en la puesta a punto de la técnica.
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De laidea ala

pildora: el descubrimiento de
nuevos farmacos

Introduccion

Un farmaco es una sustancia (quimica o bioldgica,
sintética o no sintética) utilizada en el diagnéstico, tra-
tamiento y prevencion 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
anos. Ademas, es un proceso caro: el coste medio para
desarrollar un farmaco de prescripcion ronda los 900
millones USD. Se trata de un negocio de alto riesgo por
su elevada tasa de fracaso: tipicamente, sélo un com-
puesto de cada mil sintetizados llega hasta la primera
administracion en humanos, y de cada diez que entran
en fases clinicas, sélo uno llega al mercado. Se ha de-
mostrado que la tasa media de éxito para la aproba-
cion de un farmaco

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

Existe una impresion generalizada de que la indus-
tria farmacéutica sélo descubre el 27% de los nuevos
farmacos, 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 fadrmaco

El desarrollo de un farmaco se inicia con la selec-
cion del drea terapéutica a partir de la necesidad mé-
dica y la prevalencia de la enfermedad. El proceso de
desarrollo de un nuevo farmaco se divide en varias
fases (Figura 1):
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bargo, esta tasa de
éxito varia entre
areas  terapéuticas,
yendo desde el 20% para farmacos cardiovasculares,
hasta sélo el 5% para oncoldgicos y compuestos del
sistema nervioso central.

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

1

Figura 1: Fases de descubrimiento y desarrollo de un farmaco

Identificacién y validacién de la diana

El proceso de descubrimiento de nuevos farmacos
comienza con la identificacién de la diana molecular.
Los cientificos necesitan encontrar una proteina (p.ej.
un receptor) o un gen asociado a una enfermedad con
el que el farmaco 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 validacion de la diana, se en-
saya la asociacion de la diana con una enfermedad es-
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pecifica y su capacidad de reqular procesos biolégicos
en el organismo.

Identificacion del ‘Lead’

Las estructuras quimicas de partida pueden ser sus-
tancias naturales de plantas, animales o humanas, pero
normalmente provienen de la sintesis quimica, y estan
dirigidas a interaccionar las estructuras de los recepto-
res o enzimas conocidos y reqular su actividad. Durante
esta etapa, los quimicos orgdnicos colaboran con los
‘modelizadores moleculares’ y bioinformaticos para di-
sefiar familias quimicas con potencial de unién a esa
diana, ensayando la capacidad de grandes bibliotecas
quimicas para modificar la diana mediante High-
Throughput Screening (HTS) o ‘cribado de alto rendi-
miento’ robético en ensayos bioldgicos in vitro. Otro
método de identificacion es el “cribado virtual’ (o cri-
bado in silico), que se define como la seleccién de com-
puestos evaluando sus propiedades en modelos
informaticos. La bisqueda de una molécula - el Lead -
que pueda interaccionar con la diana implica el cri-
bado de miles de compuestos de las librerias quimicas,
pero sélo un 1% es considerado viable y calificado
como Lead. Asi, a partir de millones de compuestos,
s6lo unas pocas moléculas muestran el perfil biolégico
basico deseado.

Optimizacién del ‘Lead’

El objetivo de la optimizacion 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 sequras. Lo ideal es encontrar una molécula que sélo
interfiera con la diana escogida, pero no con otras dia-
nas relacionadas para evitar efectos indeseados. A esto
se le llama selectividad. Los quimicos sintetizan nuevas
moléculas derivadas del ‘lead’, cuyas propiedades far-
macoldgicas y farmacodindmicas se ensayan en siste-
mas celulares in vitroy en modelos in vivo.

PreDesarrollo

En esta etapa, los estudios toxicolégicos, analiticos
y farmacocinéticos preliminares responden a pregun-
tas tales como: cudles son las caracteristicas fisico-qui-
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micas de la substancia, el comportamiento metabdélico
(cémo se metaboliza el farmaco en el organismo), la
biodisponibilidad (durante cuénto tiempo permanece
el efecto) y la sequridad (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 minimo del criterio de seleccion,
el compuesto se mueve de ‘lead’ a ‘candidato’, y se
permite su progresion para la clinica. En algin mo-
mento entre esta etapa y la anterior, se suele tomar la
decision de patentar el compuesto o la familia quimica.
Una patente temprana mitiga el riesgo contra los po-
tenciales competidores, pero el retrasar la patente per-
mite la introduccion de datos adicionales que
fortalecen la aplicacion y prolonga la fecha de expira-
cion de la patente, lo que permite mayor vida para la
venta del producto, una vez en el mercado.

Desarrollo Preclinico

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

- latolerancia y efectos secundarios potenciales a
través de los estudios toxicoldgicos requeridos
(incluyendo genotoxicidad, sequridad farmaco-
l6gica, toxicologia tras dosis multiples y estudios
de toxicocinética), que permiten acceder a la pri-
mera administracion en humanos. Para solicitar
la autorizacién del producto también la toxicolo-
gia reproductiva y la carcinogénesis pueden ser
un prerrequisito.

+ La formulacion farmacéutica 6ptima para el tipo
de producto y la indicacién terapéutica, y el pro-
ceso de escalado y fabricacion para los estudios
clinicos.

Durante estas fases, los ensayos con animales de
experimentacion son necesarios para determinar la efi-
cacia, sequridad, farmacocinética y metabolismo de la
molécula, y asi poder extrapolar estos parametros a
humanos, antes del primer estudio clinico.
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Desarrollo Clinico. Fase |

La Fase | empieza con la primera administracién del
nuevo producto medicinal en humanos. Habitual-
mente, esta fase implica voluntarios sanos, con la ex-
cepcién de los citotoxicos, que pueden ser ensayados
directamente en pacientes. En los ensayos de Fase |,
los médicos trabajan con voluntarios sanos para inves-
tigar la farmacodinamia (efecto del fdrmaco en el or-
ganismo, p.ej. frecuencia cardiaca, presion sanguinea,
etc.), la farmacocinética (efecto del organismo en el
farmaco, p.ej. su absorcion, distribucion, metabolismo
y excrecion) y la tolerancia, para encontrar la dosis pre-
liminar 6ptima, con la maxima tolerabilidad y sequri-
dad a corto plazo. Estos estudios requieren la
aprobacion de las Agencias Requlatorias del Medica-
mento y de los Comités Fticos. Los estudios de Fase |
habitualmente comienzan con dosis Unicas subfarma-
coldgicas que se escalan gradualmente, sequidas de
estudios de dosis mdltiples. Los estudios adicionales de
Fase | se llevan a cabo durante la Fase Il y IlI, inclu-
yendo el efecto de la comida en la absorcion 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 bioldgicos que proporcionan informacion vin-
culando el mecanismo de accién y la eficacia clinica.
Existen varios tipos de biomarcadores que se trasladan
de preclinica a humanos: (1) marcadores de enferme-
dad (p.ej. proteinuria), (2) de actividad farmacoldgica
(inhibicién de enzima-convertidor de la angiotensina
en plasma), (3) marcadores surrogados de eficacia
(p-ej. presion sanguinea), (4) de toxicidad (p.ej. nive-
les altos de transaminasas en plasma). La utilizacion
adecuada de los biomarcadores en estudios clinicos re-
sulta en la comprobacién temprana de la eficacia, o in-
cluso, la falta de eficacia, lo que permite tomar
decisiones sobre la progresion del compuesto en el
momento adecuado.

Desarrollo Clinico. Fase Il

En esta fase se establece la eficacia y la sequridad
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en la indicacion principal en unos pocos cientos de pa-
cientes que sufren la enfermedad, tratdndolos durante
unas semanas o pocos meses. A esta fase también se
la llama ‘Prueba de Concepto’ (PoC, Proof of Concept).
Ademads, en esta fase se suele determinar la dosis final.
Estad dividida en Fase lla y 1Ib. En |a Fase lla (Prueba de
Concepto) se ensaya el farmaco en una cohorte pe-
quena (12-100) de pacientes. En la Fase IIb se ensayan
diferentes niveles de dosis en la poblacion diana para
definir la dosis minima efectiva y no-efectiva, y asi
poder decidir la dosis 6ptima para la siguiente fase.

Desarrollo Clinico. Fase 11l

Esta etapa final de los ensayos clinicos confirma y
refina la sequridad y eficacia en poblaciones segmen-
tadas de pacientes bajo tratamientos largos y apropia-
dos para la indicacion. En esta fase pueden participar
varios miles de pacientes, dependiendo de la indica-
cion, por lo que se crean bases de datos para evaluar
estadisticamente el perfil de eficacia y sequridad, y asi
poder establecer claramente el potencial riesgo-bene-
ficio del farmaco. 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 estandar. 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 ultima fase del desarrollo, previo al registro,
y servirad para confirmar las dosis clinicas, frecuencia y
duracién de la administraciéon para su aprobacion por
las Autoridades Regulatorias

Registro

Tras obtener resultados positivos en los estudios cli-
nicos, empieza un periodo de recopilacion de todos los
datos generados con el producto para someterlos a las
Autoridades Requlatorias: 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-
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ten un juicio sobre si el farmaco debe o no entrar en el
mercado. En algunos casos, dichos expertos puede re-
querir estudios adicionales a los promotores. Simulta-
neamente, la compafia tiene que presentar los planes
para detectar, evaluar e informar de posibles futuros
efectos adversos del futuro farmaco.

Fase IV. En el Mercado

Una vez el producto ha sido aprobado, se caracte-
riza mas su efecto en subgrupos de pacientes especia-
les y en el contexto de un entorno terapéutico de
polimedicacion, después que haya sido aprobado. La
Farmacovigilancia es el término utilizado en Europa
para definir la evaluacion continua de la sequridad
post-comercializacion. 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 medicacién se
apruebe para indicaciones adicionales.

Las nuevas tecnologias y la gestion
del conocimiento, herramientas clave

A pesar de los avances en genética, biologia mole-
cular y celular, quimica e ingenieria proteica, en los Ul-
timos afos se ha observado un incremento en los
costes de desarrollo, pocas aprobaciones de nuevos far-
macos, y algunas retiradas del mercado de farmacos
muy perfilados. La investigacion de la industria farma-
céutica es un sector en el que se busca muy activa-
mente la implementaciéon de nuevas tecnologias
(robética, omics, técnicas de imagen in vivo, etc), con
el objetivo de incrementar la productividad, eficiencia
y las posibilidades de éxito del proceso, asi como de
proporcionar cuanto antes predicciones mejoradas de
la potencial eficacia y sequridad del farmaco en hu-
manos.
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Por otro lado, estas nuevas tecnologias experi-
mentales generan una cantidad ingente de datos de
muy diversa indole. Por eso, es necesaria una gestion
multidisciplinar y especifica de la informacién (Data
Management), que proporcione un servicio eficaz y con
elevados niveles de seqguridad.

Estdndares de calidad de un trabajo
multidisciplinar

Como se ha comentado anteriormente, este sector
es el mas regulado y auditado de la sociedad. Teniendo
en cuenta que el producto final tiene como destino su
administracién a humanos, todos los datos generados
sobre él deben ser de la mas alta calidad. Para ello,
todas las actividades se llevan a cabo bajo una serie
de normas o guias estdndares de calidad, y son revi-
sadas y auditadas por las autoridades pertinentes. Un
ejemplo es el ensayo en animales de experimentacion,
cuya utilizacion esta requerida y muy requlada por las
autoridades, y gestionada por los Comités Eticos de Ex-
perimentacion Animal. En general, en las fases tem-
pranas del descubrimiento se estdn implementando
cada vez mas las Buenas Précticas Cientificas (GSP,
Good Scientific Practices), que aseguran la credibilidad,
robustez y trazabilidad de los datos. Los estudios pre-
clinicos se llevan a cabo de acuerdo a las guias de Bue-
nas Practicas de Laboratorio (GLP, Good Laboratory
Practices), que asequran la calidad de los resultados.
Los estudios clinicos se realizan bajo Buenas Practicas
(linicas (GCP, Good Clinical Practices) que son las guias
de calidad y sequridad requeridas internacionalmente
para el disefio, direccion y ejecucion de estudios en hu-
manos, y los esenciales para asequrar los derechos y
sequridad de los individuos implicados en el estudio.
La fabricacion del farmaco se lleva a cabo de acuerdo
a las Buenas Practicas de Fabricacién (GMP, Good Ma-
nufacturing Practices), que dictan los estandares de fa-
bricaciéon 'y control de calidad del producto
farmacéutico. Estos estdndares estan sujetos a inspec-
cién por parte de las autoridades requlatorias 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, bioinformaticos, quimicos, bioquimicos,
biélogos moleculares y celulares, farmacélogos, toxi-
c6logos, farmacocinéticos, galénicos, analistas quimi-
cos, clinicos, bioestadisticos, gestores de proyecto,
datos y documentacion, agentes de patentes, técnicos
de garantia de calidad, ... trabajando conjuntamente
en equipos multidisciplinares.

Conclusiones

El desarrollo de un farmaco es un proceso largo,
caro y muy regulado, que requiere pasion, creatividad
y el trabajo colaborativo de profesionales con gran ex-
periencia de diferentes dmbitos. Es un drea en donde
los riesgos de fracaso son muy elevados, pero es vital
continuar la investigacion farmacéutica si queremos
disfrutar de los beneficios de la mejora de la salud de
los pacientes a largo plazo.
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ESTA SECCION TIENE COMO OBJETIVO DESCRIBIR CASOS CLINICOS O PRACTICOS
“INTERACTUANDO” CON EL LECTOR.
TODOS LOS SOCIOS ESTAN INVITADOS A PARTICIPAR APORTANDO SUS CASOS

JuanRamosBlasco
JuanMartinGaballero

Parc de Recerca Biomedica de Barcelona-PRBB.

| uso de zebrafish como modelo de inves-
tigacion biomédica esta cobrando un gran auge en los
ltimos afios por una serie de caracteristicas que lo
hacen ideal, y entre las que destaca el alto grado de
prolificidad de este ciprinido, que alcanza la madurez
sexual a partir de los 3 meses aproximadamente. El
Danio rerio es un pez de agua dulce, tipico del sureste
del Himalaya, con un ciclo de reproduccion continua
(aunque puede presentar picos estacionales), que per-
mite obtener puestas todo el afio de manera progra-
mada y seriada, lo que le hace ideal para los estudios
de toxicidad. Presenta un marcado dimorfismo sexual
que serd evidente a partir de los 3 meses, aunque su
determinacion sexual no tiene un cardcter genético. En
nuestras instalaciones, detectamos algunos peces con
una gran dilatacion abdominal que en ocasiones les

CONTACTO: JOSE LUIS MARTIN BARRASA; jimbarrasa@gmail.com

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

La hembra de zebrafish es capaz de poner unos
200 huevos cada semana aproximadamente y que
serdn fecundados externamente. Estos huevos son de
gran tamano vy trasltcidos, lo que facilita la microin-
yeccién de los mismos y los estudios embriolégicos.

El éxito reproductor de estos peces de-
pende de distintos factores como la calidad
genética, la nutricion (rica en proteinas y aci-
dos grasos esenciales) y un conjunto de fac-
tores estimulares que emulan las condiciones
naturales de su ecosistema, como pueden ser
la estimulacion visual, olfatoria, gradientes
térmicos y de profundidad, coloracion y tipo
de sustrato... Las puestas o freeza se realizan
al amanecer y para ello se requiere alcanzar
un umbral de estimulacién que permita des-
encadenar el cortejo y la oviposicion final.
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En casos como el que nos ocupa, en los que no se
pueda alcanzar el umbral de excitacién que permita la ovi-
posicion o por el bloqueo mecanico de la cloaca, se puede
producir un proceso de sobremaduracion de los oocitos
que endurecerdn su corién (cubierta
externa del huevo) evitando futuras
oviposiciones. Los oocitos sequirdn
madurando hasta la fase V (Gltima
fase de maduracion), pero al no
poder salir al exterior se irdn acumu-
lando en la cavidad celémica y pro-
truyendo la misma; lo que acaba
desencadenando problemas en la
natacion, respiracion e incluso defor-
midades del raquis. En el interior de
la cavidad celémica se podran obser-
var distintos estadios de desarrollo
de oocitos. A su vez, estos procesos
van acompanados de procesos infla-
matorios, eritema, especialmente a
nivel de la cloaca, y fibroplasia del
ovario. Si el problema permanece se
empezaran a dar procesos autoliticos
de los huevos (degenerandolos en
parte) mientras que el animal puede
sufrir caquexia, acompafada de la
protusion y eritema del poro uroge-
nital e incluso la aparicion de dlceras
laterales debido a la respuesta infla-
matoria. Asi mismo, la fibroplasia
puede acabar provocando un fibro-
sarcoma o fibromas.

La existencia de la respuesta in-
flamatoria y de la fibroplasia ovérica
en zebrafish también se puede aso-
ciar a problemas derivados del ma-
nejo de las hembras, cuando se les
somete a presion abdominal para forzar la expulsién de
los huevos (masaje abdominal). La prevalencia de esta pa-
tologia es menor en aquellas poblaciones en las que las
puestas se obtienen de manera natural. En los casos ob-
servados, la presencia de bloqueos ovaricos se asocia prin-
cipalmente a problemas en la sincronizacion de las
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puestas; es decir, que las hembras grdvidas, con huevos
listos para salir, no tuvieron un estimulo de oviposicion
adecuado (para realizar la oviposicion, el zebrafish debe
alcanzar un umbral de excitacién minimo que desenca-
dene el ritual de cortejo, gracias a la
acumulacién de distintos estimulos
como por ejemplo: el amanecer, ca-
lidad de la dieta, gradientes térmi-
cos y de profundidad, estimulacion
visual, dilucion de los metabolitos
presentes en el agua... ). Algunos
autores (como M. Kent) afirman que
la prevalencia de la patologia puede
aumentar por la presencia de algu-
nos patégenos, como por ejemplo el
Mycobacterium spp., que requerird
siempre de un diagnéstico diferen-
cial.

En el caso que no esté muy
avanzado el proceso de sobremadu-
racion del oocito, es recomendable
estimular lo mdximo posible (me-
diante la acumulacién de los distin-
tos  estimulos  anteriormente
enunciados) y de manera repetida a
las hembras, por si pudieran produ-
cir Ia oviposicién 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 distension
de la cloaca y la oviposicion de estos
oocitos sobremaduros y degenera-
dos. La gestion de las poblaciones de
estos animales en los sistemas de
recirculacion es de vital importancia,
ya que nos permitird disminuir la
prevalencia de la sobremaduracion mediante el correcto
manejo de los reproductores para sobrepasar el umbral de
oviposicion 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 acumulacion de los oocitos en la cavidad celdmica.
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MariadelMarRomeroAleman
MaximinaMonzonMayor

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

oY tu c,mé Ulm'nm'?

El lagarto canario Gallotia galloti
como animal de laboratorio

e propone la utilizacién del lagarto cana-
rio G. galloti como animal de experimentacion bdsica en
el campo de la regeneracion del Sistema Nervioso Cen-
tral (SNC). Ello ha requerido |a captura de los especime-
nes en su medio natural, con autorizacién previa de las
instituciones locales, y su mantenimiento en cautividad
durante al menos un afo. Los animales en cautividad
han tenido libre acceso al agua y los alimentos. Con ob-
jeto de compatibilizar el bienestar animal con la simpli-
ficacion 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 carnicos comerciales para perros/gatos; 3)
Dieta que alterna las anteriores. Se observa que estos
animales sometidos a axotomia unilateral del nervio 6p-
tico y mantenidos en cautividad de larga duracion pre-

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

ZY tu qué opinas?

;Por qué se elige esta especie? ;Cud-
les son sus ventajas e inconvenientes?

¢Por qué son necesarios largos perio-
dos de cautividad?

(En qué se basa la utilizacion de las
dietas propuestas?

SOLUCION:

Los modelos de regeneracion del SNC de peces y
anfibios son ampliamente conocidos. Sin embargo, la
histofisiologia del SNC de estos vertebrados es muy di-
ferente a la de los mamiferos. El interés de este reptil
reside en que su SNC comparte caracteris-
ticas histofisiolégicas comunes tanto con
especies capaces de regenerar espontane-
amente su SNC (peces y anfibios) como con
especies incapaces (aves y mamiferos). De
hecho, se ha demostrado recuperacion ti-
sular espontdnea de la corteza cerebral
(Romero-Aleman et al.,, 2004) y recreci-
miento axonal del nervio 6ptico (Lang et
al,, 1998, 2002, 2008; Santos et al., 2008;
Romero-Aleman et al., 2010) tras lesiones
traumdticas. Actualmente se estd eva-
luando la funcionalidad del sistema visual
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de G. galloti a los 12-18 meses postlesion. Asi, el mo-
delo regenerativo de G. galloti y de escasos reptiles
(Dunlop et al., 2004), es el mas cercano a los mamife-
ros y puede revelar las claves de la incapacidad rege-
nerativa de estos Ultimos.

Ademas 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 proteccién y que son inusuales en los animala-
rios.

El proceso de recrecimiento axonal en la via dptica
de G. galloti es lento, necesita entre 6-9 meses como
minimo, lo que requiere un largo periodo de cautividad.

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

Imagen de la retina del lagarto G. galloti

- Dunlop S.A., Tee L.B., Stirling R.V., Taylor A.L., Run-
ham PB., Barber A.B., Kuchling G., Rodger J., Roberts
J.D., Harvey A.R., Beazley L.D. Failure to restore vision
after optic nerve regeneration in reptiles: interspecies
variation in response to axotomy.) Comp Neurol 2004,
478: 292-305.

- Lang D.M., Monz6n-Mayor M., Bandtlow C.E., and
Stuermer C.A. Retinal axon regeneration in the lizard
Gallotia galloti in the presence of CNS myelin and oli-
godendrocytes. Glia 1998, 23:61-74.

- Lang D.M., Romero-Aleman M.M., Arbelo-Galvan
J.F, Stuermer C.A., and Monzén-Mayor M. Regenera-
tion of retinal axons in the lizard Gallotia galloti is not
linked to generation of new retinal ganglion cells. |
Neurobiol 2002, 52: 322-35.

- Lang D.M., Monz6n-Mayor M., Romero-Aleman
M.M., Yanes C., Santos E., and Pesheva P. Tenascin-R
and axon growthpromoting molecules are up-requla-
ted in the regenerating visual pathway of the lizard
(Gallotia galloti). Dev Neurobiol 2008, 68: 899-916.

- Romero-Alemdn M.M., Monzén-Mayor M., Yanes
C., and Lang D.M. Radial glial cells, proliferating peri-
ventricular cells, and microglia might contribute to suc-
cessful structural repair in the cerebral cortex of the
lizard Gallotia galloti. Exp Neurol 2004, 188: 74-85.

- Romero-Aleman M.M., Monzén-Mayor M., Santos
E., and Yanes C. Expression of neuronal markers, synap-
tic proteins and glutamine synthetase in the control
and regenerating lizard visual system. ) Comp Neurol
2010, 518: 4067-87.

- Santos E., Monzén-Mayor M., Romero-Alem3n
M.M., and Yanes C. Distribution of neurotrophin-3 du-
ring the ontogeny and regeneration of the lizard (Ga-
llotia galloti) visual system. Dev Neurobiol 2008, 68(1):
31-34.

- Valido Amador A. Ecologia de la dispersion de se-
millas por los lagartos endémicos canarios (g. Gallotia,
Lacertidae). Tesis Doctoral, Universidad de La Laguna
1999, pag. 333 (disponible online).
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Press Release — International Council for Laboratory Animal Science
MNew officers and Governing Board members

July 10, 2001

Mew oftficers and Governing Board members were elected at the General Azsembly of
the Intesnational Council for Laboratoey Anansal Science (ICLAS) held i latankbil,
Turkey on June 12, 2001, Elections were for a four year tenm 200 1-2010 5.

President: Patri Yiergara, Spain

Wice President: MWaoko Kagivama, ISLAR (lapan)

Secretary-General: Horre Rogmrck, LSA

Treasurer: Guy De Vroey, Belgium
Mational Bepresentatives

Mikos Kostomitsepoulos, Greeoe

Oisagdi Soailem, Tunisia

Ekatering Bivern, Brsil

Gilly Griffin. Canada

Hansppachim Hackbarih, Gemmany
ScientificUnion Representatives

Ann-Christing Eklef, SCAND-LAS {Sweden)

P:lrnhe.-:p Fatpnakom, TALSS § Thaband

Javigr Guillen, SECAL (Spain}

Cynthia Pekow. AALAS (USA)

Maron Berard, AFSTAL (France}

ICLLAS is a nen-govemmental and non-peofil sciennfic organization for interistional
conperation in labortory onimal science. The ICLASR mission s to advance human
and animal healtl by promoeding the ethical care and use of laboratory snimals in
research worldwide, [CLAS was established m 1956 under the auspiees of UNESCO,
and is in official interaction with the World Health Crganization {WHO), the
Iitermational Union of Biolegical Scienees (1UBS), the Council for Intcmational
Organizations of Medical Sewences (CIOME), and the Workd Velennary Assocmtion
(WYAY More information can be found on the ICLAS website www.iclas org or by
contacting the HCLAS Secretary-Creneral,

Dr. Harry Rozmiarek, 1CLAS Scoretary-Gencral
l-"h'i!adull'lil:i:l, Peansylvania LISA

Tel: 215-T28-2525

Fax: 215-2 [4-4u
rogme i pobo upenn.edu

ICLAS [AIEBL. - Inlermalianal Nom-Prost Organizadon], Rus Washingion, 1080 Brussals, BELGILM

il ICLAS org  E-mad: admanistrationfhiclas ong



M. Antonia
RubioGabhallero

Lugar de trabajo:
Institut de Recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Breve descripcion del cargo que ocupa:
Responsable del Servicio de Experimentacién Animal

Aios de experiencia:
33 afos

Sociedades en las que participa:
SECAL

#C6mo se inici6 en el campo de la Ciencia del Animal
de Laboratorio?

Empecé trabajando como técnico en el Departa-
mento de Farmacologia de Laboratorios Rocador S.A.
En el estabulario teniamos: rata, ratén, perro y gato con
los que realizabamos los procedimientos experimenta-
les. En ese momento, me resultd atractivo el tema de
trabajar con animales de experimentacion y su finali-
dad. Cada vez me fue gustando mds, aunque por aquel
entonces la ética y el bienestar animal dependia uni-
camente del personal que trabajaba con los animales,
pero tuve la suerte de trabajar con personas que eran
sensibles al dolor de éstos y teniamos en cuenta mu-
chas de las cosas que hoy en dia estan regladas.

Hice un paréntesis de 6 afios 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 Neuropsicofarmacologia
y Responsable de los animales (ratas) que tenia dicho
departamento en un pequefio estabulario. En el afio
2000 me propusieron ocupar el cargo de Responsable
del Servicio de Experimentaciéon Animal del “Institut de
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Recerca” de dicho hospital. Esto me llevd a realizar el
Master en Ciencia y Bienestar del Animal de Laborato-
rio en la UAB, que no s6lo me aporté muchos conoci-
mientos sino que también me proporcioné grandes
amigos. Desde entonces, mis funciones en el estabu-
lario son la de responsable y asesor en bienestar ani-
mal.

Resumen de su actividad profesional:

Se podria resumir rdpidamente. El 65% de mi
tiempo me dedico a la gestién del Servicio de Experi-
mentacion 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
formacion, informacion, relaciones sociales y otros
temas relacionados.

;Cudles son los temas que mds le interesan relaciona-
dos con la ciencia del animal de laboratorio?

La verdad es que me interesa casi todo lo que
hago, y me siento afortunada por ello. Desde una pers-
pectiva mas global, lo que mas 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 esta contento y tranquilo, colabora mejor
con los usuarios, presta mas atencion durante el cam-
bio de los animales e informan de cualquier anomalia.
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.

¢Cudles son sus objetivos para los préximos afios?

Pues mis objetivos son ambiciosos pero como
siempre mejorar.

:Que consejos daria a los que ahora se inician?

Lo primero y mds importante es que te guste lo
que estas haciendo. Lo sequndo es crear un buen clima
de trabajo y poder confiar en el personal que tienes, in-
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fundir sequridad 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-
cion, pues si transmites que eso es importante para ti,
los demads empatizan con esa forma de hacer/pensar
y se consiguen resultados muy satisfactorios.

:Qué opinién le merece la oferta de formacion pre-
sente en Espafia?

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

Cite dos profesionales a los que seria interesante poder
realizar este cuestionario

Toni Ventura Rubio

M2 Virtudes Céspedes
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