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Editorial

In memoriam de
Joan Albert Vericat

Joan Albert Vericat ha sido un eminente
toxicélogo espaiol. Se doctoré en Ciencias en la
Universidad Autébnoma de Barcelona, en la que ocupé
varios cargos docentes hasta que en 1987 decidio
continuar su carrera cientifica en la industria. Fue
becario postdoctoral en Bionetics Research Inc., en el
Instituto Frederick para la Investigacion del Cancer
(EE.UV).

Trabajo para la industria farmacéutica en ltalia,
donde fue Jefe del Departamento de Toxicologia
Genética y Celular del Centro de Investigacién de
Toxicologia, SpA; en Francia como Director del
Departamento de Toxicologia Genética y Exploratoria
de Sanofi-Synthelabo; y en Espafia, siendo Jefe del
Departamento de Toxicologia de J. Uriach & Compaiia
y director de desarrollo preclinico de Noscira SA.,
coordinando diversos proyectos de investigacion de la
Unién Europea.

Participé en las directivas de diferentes entidades
internacionales relacionadas con las alternativas,
siendo presidente de la Plataforma de Toxicologia
Industrial in Vitro y Tesorero de la Sociedad Europea de
Toxicologiain Vitro. Ha sido un miembro muy activo de
la Junta de REMA, la plataforma Espanola de
Alternativas. Fundé la Plataforma Espafola de
NanoMedicina y estaba impulsando una sociedad de
toxicologos delaindustria.

Desarrollé su interés por la docencia participando
en numerosos masteres y cursos de formacién
relacionados con la experimentacion, el desarrollo de
medicamentos y el empleo de alternativas. Pocos dias

antes de su fallecimiento en julio de 2012, hizo una

presentacion muy provocativa sobre la necesidad de
una formacion adecuada de los toxicologos para
satisfacer las necesidades delaindustria.

Aunque es muy dificil describira un amigo, Joan Albert
era un autodidacta, un trasgresor, un innovador
volcado en todo lo que hacia y siempre dispuesto a
ayudaratodo el mundo.

Direccion Revista SECAL
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Noticias

Actividades de la SECAL

El 22 de abril de 2013 se celebré por telecon-
ferencia, una reunién ordinaria de la Junta de
Gobierno de la SECAL. Resumen de los principales
temas tratados.

Relacionesinternacionales

LaboratoryAnimals Ltd. (LAL)

Se plantean dos posibles estrategias a seguir en el
2014:

1. Continuar con la suscripcion del 100 % de los
socios de la SECAL durante el 2014 y negociar con la
revista el porcentaje de socios necesario a partir del
2015 para mantener el precio reducido.

2. Consultar a los socios por la continuacion de las
suscripciones en el 2014 y en funcién de la respuesta
negociar con larevista.

LAL ha decidido enviar un cuestionario a las
asociaciones miembro para estudiar como estan
estructuradas, qué interés tienen en LAL, y qué
mejoras quieren en el futuro; en funcion de las
respuestas, decidird una estrategia de futuro.

Relaciones nacionales

Legislacién nacional

- Por el momento no hay quérum sobre lainterpre-
tacion del Real Decreto en referencia alos OH (érganos
habilitados) en las diferentes Comunidades Auté-
nomas. En la Comunidad de Madrid, un CEEA de una
Institucién no puede evaluar proyectos de la misma
Institucién, sin embargo en la Junta de Andalucia la
disposicidon es opuesta, los CEEA/OEBAs pueden
evaluar los proyectos de susinvestigadores.

- Respecto a la formacion, se han publicado las
directrices para la formacion en la Comision Europea,
referentes a las funciones de cuidado de los animales,
disefio y ejecucion de procedimientos. No se ha
publicado nada respecto a la formacion que debe
tener el responsable en bienestar y el veterinario
designado. Cabe la posibilidad de que en Espaiia se
forme una comision evaluadora de cursos de forma-
cién similar a la que plantea formar la UE. La SECAL
solicitara ser miembro de la Comision y abstenerse de
evaluar aquellos cursos de formacion en los que
participe de cualquiera de las formas para evitar el
conflictodeintereses.

Otras actividades

Convenios

- Aprobacion del convenio con COLVEMA (Colegio
deVeterinarios de Madrid) en el que se formaliza el
cambio de sede social de SECAL a lasinstalaciones
de COLVEMA.

- Aprobacion del convenio con SPCAL (Sociedad
Portuguesa de Ciencias del Animal de Labo-
ratorio) para la organizacion del XlIl Congreso de
laSECAL que se celebrarden Caceresenel 2015.

- En trdmite la formalizacién de un convenio con la
Fundacién Universidad Empresa y el Centro de
Ensefanzas Virtuales de la Universidad de
Granada paralarealizacién de cursos virtuales.
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Actualidad

Interfaces cerebro a cerebro via internet
entre dos ratas de laboratorio

Investigadores de la
Universidad de Duke (EEUU) y
del Instituto Internacional de
Neuro-ciencias de Natal
(Brasil) han logrado esta-
blecer una conexion, via
internet, entre los cerebros de
dos ratas de laboratorio.

http://www.alnmag.com/news/brai
n-brain-interface-allows-
transmission-information-between-
rats

http://cienciahoje.uol.com.br/notici
as/2013/02/transmissao-de-
pensamento

M. Pais-Vieira, M. Lebedev, C. Kunicki,
J.Wang, and M.A.L. Nicolelis. A Brain-
to-Brain Interface for Real-Time
Sharing of Sensorimotor
Information. Scientific Reports 3:
1319 | DOI:10.1038/srep01

Miguel Nicolelis, de la Universidad de Duke, es un especialista en
interfaces cerebro-maquina, es decir, en el uso dispositivos que leen la
actividad de la corteza cerebral y la transmiten a un ordenador para que
realice ciertas tareas. El grupo de Nicolelis ha utilizado una tecnologia
llamada microestimulacién intracortical para lograr una interfaz cerebro
a cerebro, transmitiendo en tiempo real informacion sensoriomotriz del
cerebrode unarataenBrasilaotraen EEUU.

Serealizaron dos experimentos diferentes:

En el primer experimento, se registré la actividad neuronal de una
rata en Brasil mientras realizaba una tarea de aprendizaje reforzada; en
EEUU, otra rata “descodificadora” fue entrenada para aceptar la
estimulacién como algo normal. La informacion del cortex cerebral de la
rata “codificadora” en Brasil se transmitié via internet a la rata
“descodificadora” de EEUU, que la recibié dos décimas de segundo mas
tarde.

El segundo experimento es similar pero se colocé el implante en el
area que procesa la sensacion tactil. Se entrend a las ratas a explorar con
sus bigotes un agujero e indicar si era estrecho o ancho. Las ratas
“decodificadoras” en EEUU fueron capaces de indicar més de un 60 por
cientodelasveceselanchode unhueco quesélolasratas“codificadoras”
en Brasil pudieron explorar con sus bigotes.

Estos experimentos demostraron la capacidad de establecer un
vinculo sofisticado, la comunicaciéon directa entre cerebros de ratas, y
que el cerebro decodificador funciona como un dispositivo de
reconocimiento de patrones.
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Moleculas freno en la metastasis
del cancer de colon en ratones

Un consorcio vasco de investigacion compuesto por el Centro
Vasco de Investigacion en Biociencias (CIC bioGUNE), la Univesidad
del Pais Vasco (UPV/EH), el Instituto de Genética y Biologia
Moleculary Celular (IGBMC) de Estrasburgo (Francia), y la empresa
spin-off lkerchem, ha conseguido frenar el desarrollo del cdncer de
colony sumetastasis en el higado en un modelo experimental con
ratones. En el estudio también han colaborado investigadores del
Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano, del CSIC y del Instituto
Novartis de Investigacién Biomédica.

Este avance, que podria abrir una nueva via para el tratamiento
futuro de dichas patologias, se ha conseguido creando unas
moléculas que interfieren en la adhesién de las células tumorales
con otras células del organismo, frenando tanto el crecimiento del
tumor como la diseminacién de las células tumorales y su
proliferacién en otros 6rganos.

El estudio, publicado en la revista Journal of Medicinal
Chemistry, estd basado en un trabajo previo de investigadores de la
Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU) en el que se describian una
serie de moléculas que reducian la metastasis del melanoma en
ratones. Dicho trabajo consistié en el disefio de inhibidores de la
adhesion celular implicada en la metdstasis de melanoma de
ratones y la sintesis quimica de estas moléculas, comprobando su
potencia y actividad bioldgica. Lo sorprendente fue que
introduciendo cambios relativamente pequefos se podian
generar nuevas moléculas con capacidad de inhibir la adhesién
celularimplicada en otro tipo de cancer.

Enlaactualidad, el 90 % de las muertes por cancer se producen
por la reaparicion del tumor original en otro lugar del cuerpo, por
un proceso conocido como metastasis. El cancer de colon no es de
los de mayor indice de mortalidad, pero suele desarrollar
metastasis en el higado, que silo es. De hecho, este es el érgano en
elque aparecen con mayor frecuencia metéstasis.

El peligro letal derivado de la migracién de las células
cancerosas por el cuerpo eslo queempujaalosinvestigadoresenla
busqueda de terapias para frenarla metastasis.

» Fuente: Concurso de Fotografia SECAL

http://www.agenciasinc.es/Noticias/Crea
n-moleculas-que-frenan-la-metastasis-
del-cancer-de-colon-en-ratones

E.San Sebastian, T.Zimmerman, A. Zubia, Y.
Vara, E. Martin, F. Sirockin , A. Dejaegere ,
R.H. Stote , X. Lopez, D. Pantoja-Uceda, M.
Valcarcel, L. Mendoza, F. Vidal-Vanaclocha,
F.P. Cossio, and F.J. Blanco. Design,
Synthesis, and Functional Evaluation of
Leukocyte Function Associated Antigen-
1 Antagonists in Early and Late Stages of
Cancer Development. ). Med. Chem.,
2013,56(3):735-47.
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|ldentificado un nuevo tratamiento
del sindrome del cromosoma X fragil

» Fuente: Concursoide Fotografia SECAL

Un estudio realizado por el Laboratorio de
Neurofarmacologia de la Universidad Pompeu Fabra de
Barcelona en colaboracién con cientificos del Centro de
Regulacién Gendmica, del Instituto Hospital del Mar de
Investigaciones Médicas y de la Universidad del Pais
Vasco, ha identificado un posible nuevo tratamiento
para el sindrome del cromosoma X frdgil (SXF), una
enfermedad rara que es la sequnda causa hereditaria de
discapacidad genéticatras el sindrome de Down.

Como su nombre indica, estd relacionado con el
cromosoma X, (por eso hay el doble de incidencia en
mujeres, una de cada 4.000, que en hombres, uno de
cada 8.000). Este sindrome es provocado por el déficit
de un gen concreto, el FM31, y es la Unica patologia
mental de la que se conoce cudl es el gen ausente que
la provoca, lo que facilita suinvestigacion.

Segun el estudio, SXF se produce por una
expansion en el promotor del gen FMR1 que causa el
silenciamiento y la pérdida de la proteina FMRP
("fragile mental retardation protein"). Los pacientes con
SXF presentan diferentes grados de discapacidad
intelectual, déficit de atencion, ansiedad, compor-
tamiento autolesivo, comportamiento autista, macro-
orquidismo, anomalias faciales y mayor incidencia de
convulsiones.

El tratamiento consiste en un farmaco que
bloquea los receptores cannabinoides CB1, y que
ademas de mitigar los efectos de esta enfermedad,
permite mejorar la calidad de vida de los pacientes,
puesto que con un Unico farmaco se incide en varios
sintomas de laenfermedad.

El trabajo se ha realizado en un modelo murino
(ratéon Fmr1 knockout), que reproduce muchos de los
sintomas del sindrome en humanos. El bloqueo
normalizé el déficit cognitivo, la falta de
sensibilizacion ante estimulos dolorosos y la
susceptibilidad a padecer crisis epilépticas. Ademas
de estas mejoras, también se observaron cambios a
nivel bioquimico clave en el procesamiento cognitivo.
Ademas, se normalizé el fenotipo de ansiedad
reducida que presentan los ratones con este
sindrome.

Ahora se deberd pasar a la fase clinica para
confirmar que se repite lo que ocurre con ratones. La
ventaja es que el circuito endocannabiode es muy
conocido, lo que indica pordénde se puede empezar.

http://www.europapress.es/salud/noticia-descubren-
farmaco-sindrome-cromosoma-fragil-causa-discapacidad-
intelectual-20130401100153.html
http://www.upf.edu/enoticies/es/1213/0330.html#.UVwWCLT
f-3rQ

A. Busquets-Garcia, M. Gomis-Gonzélez, T. Guegan, C.
Agustin-Pavon, A. Pastor, S. Mato, A. Pérez-Samartin, C.
Matute, R. de la Torre, M. Dierssen, R. Maldonado, and A.
Ozaita. Targeting the endocannabinoid system in the
treatment of fragile X syndrome. Nature Medicine 2013,
19(5):603-9.
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http://unitatdetuberculosiexperime
ntal.wordpress.com/

http://www.europapress.es/salud/in
vestigacion/noticia-experimento-
ratones-demuestra-ibuprofeno-
aspirina-curan-tuberculosis-
20130409133516.html

C.Vilaplana, E. Marzo, G. Tapia, J. Diaz,
V.Garcia, and P.J. Cardona.

Ibuprofen is able to reduce the lung
pathology, to decrease bacillary
load in tissues and to increase sur-
vival in a new murine experimental
model of active tuberculosis.

Journal of Infectious Diseases 2013,
208(2):199-202.
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El ibuprofeno ayuda
a curar la tuberculosis

Investigadores del Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona
han logrado demostrar que la ingesta de ibuprofeno ayuda a
detenerel desarrollo de la tuberculosis y aumenta la supervivencia
delos afectados, en un experimento pionero realizado con ratones
ypublicado en la revistaJournal of Infectious Diseases.

Este estudio, realizado con ratones infectados con Mycobacterium
tuberculosis, abre las puertas a ensayos con humanos en este campo,
con un medicamento ya aprobado y econémico, como complemento a
los antibidticos que se utilizan en la actualidad en personas que padecen
tuberculosis.

Tras un mes del tratamiento con ibuprofeno, los investigadores
comprobaron que en los animales tratados con este antiinflamatorio, el
numero de lesiones, su medida y las bacterias instaladas en el pulmén
eran menores a los no tratados. Los ratones, eran capaces de sobrevivir
hasta tres semanas masy, en lamitad de los casos, se mantenian convida,
porlo que el ibuprofeno, incluso estando a punto de morir,no sélo salvaa
los ratones sino que también "reduce la concentracién bacteriana sin
antibidticos".

La utilidad de ibuprofeno se centra en que reduce las inflamaciones,
y es precisamente la inflamacion que se genera para combatir la
infeccion bacteriana en los pulmones la que provoca un aumento de la
lesion tuberculosayfavorece el desarrollo de la patologia.

Estos resultados altamente compatibles con la idea de la
introduccién del ibuprofeno en el tratamiento de la tuberculosis activa
puede ser muy beneficioso para los pacientes, especialmente para
aquellos que sufren de MDR / XDR (Multidrug-Resistent Tuberculosis y
Extensively Drug-Resistent) Tuberculosis, que no tienen otra esperanza.
El director de la Unidad de Tuberculosis Experimental del IGTP, Pere-Joan
Cardona, ha explicado que los ensayos clinicos con humanos se podran
llevar a cabo con pacientes que "hayan desarrollado resistencias a los
antibidticos y, que por lo tanto, no responden bien a los tratamientos
actuales”
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REMA, Red Espanola para el Desarrollo

de Métodos Alternativos a la experimentacion
animal

Guillermo Repetto
Universidad Pablo de Olavide, de Sevilla, y REMA

REMA, la Red Espafola para el Desarrollo de
Métodos Alternativos a la experimentacion animal, es
un foro de encuentro y didlogo entre el mundo
cientifico, la industria, la administracién y los grupos
sociales interesados en los métodos alternativos a la
experimentacién animal, incluidos los de defensa
animal, con el fin de conseguir una mejor y mas eficaz
aplicacion de los principios de reduccion,
refinamiento y reemplazo del uso de animales en la
experimentacion.

REMA integra y coordina las iniciativas de la
Industria, la Administracion y la Sociedad (proteccion
animal, consumidores) con las del mundo cientifico
para promocionar el desarrollo, validacién, aplicacién
e implementacion legal de métodos alternativos,
especialmente de los procedimientos in vitro, e
impulsa la divulgacion y difusion de los requeri-
mientos normativosy los avances alcanzados.

La representaciény el apoyo de los cuatro sectores
implicados es muy amplia, ya que REMA es apoyada
por 20 entidades del mundo cientifico, entre las que
pueden destacarse la a Sociedad Espafola para las
Ciencias del Animal de Laboratorio y la Asociacién
Espafiola de Toxicologia, 4 entidades de defensa de los
derechos de los animales y 17 entidades de la
industria.

Desde 1999 REMA organiza, participa, apoya y
difunde jornadas monogréficas, cursos, reuniones y
congresos cientificos periédicamente, en los que se
contemplan aspectos relacionados con el concepto de
las 3R: Reduccion, Refinamiento y Reemplazo del uso
deanimales enlaexperimentacion.

REMA difunde informacion sobre alternativas
mediante su portal en internet con noticias actuali-
zadas sobre alternativas (http://www.remanet.net),
realiza quincenalmente la difusion de actividades
sobre alternativas por correo electrénico a las
personas interesadas, dispone de un activo foro de
discusion y debate sobre alternativas denominado
3ERRES con mas de 400 suscriptores de 14 paises y
colabora conlos medios de comunicacion social.

REMA promociona las alternativas otorgando
premios y becas de asistencia a congresos y reuniones
sobre las mismas, ha organizado 6 jornadas generales
dedivulgacién dealternativasy ha participado en mas
de 30actividades cientificas.

En la actualidad participan 4 observadores de la
Administracion en la Junta Directiva de REMA, como
representantes del Ministerio de Sanidad, Servicios
Sociales e Igualdad; del Ministerio de Agricultura,
Alimentacion y Medio Ambiente; y de la Direccién
General del Medio Ambiente, de la Consejeria de
Medio Ambiente y Ordenacién del Territorio, de la
Comunidad de Madrid.

Con la designacién del Ministerio de Agricultura,
Alimentacion y Medio Ambiente como punto de
contacto a efectos del cumplimiento de la Directiva
2010/63/UE y su integracion en la Red Europea de
Evaluaciéon Preliminar de la Relevancia Reguladora
(PARERE), REMA ha establecido un convenio de
colaboracion que incluye la evaluacién de
procedimientos y la participacion en las reuniones
periédicas del mismo.

Ademas, varios miembros de la Junta Directiva de
REMA son expertos en la validacion de métodos
alternativos, habiendo participado en numerosas
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Red Espaiiola para el Desarrollo de Métodos
Alternativos a la Experimentacion Animal

[ micion ] Rema | ENTIDADES | NOTICIAS | CURSOS | ACTIVIDADES | ENLACES [INFORMACION | INSCRIPCION | ENGLISH

ULTIMAS NOTICIAS
JORNADA REMA IN MEMORIAM DE JOAN ALBERT VERICAT.
21-03-2013.- Jornada Aspectos fundamentales del R.D. 53/2013 de proteccién de animales de laboratorio y su
incidencia en la investigacion”, Universidad Miguel Hernandez.

15-03-2013.- Cierre plazo para el LRI Innovative Science Award: in the field of exposure assessment to quantify
human health risks using hazard data that could be generated at multiple scales of biological arganisation.
11-03-2013.- Entrada en vigor de la prohibicién en la UE de la comercializacion de productos cosméticos cuyos
ingredientes hayan sido ensayades en animales.

06-03-2012.- OECD job vacancy: Senicr Policy Analyst — Development of Test Guidelines (Job Number: 08545).
01-03-2013.-Cierre de una convocatoria de manifestacién de interés para agentes contractuales investigadores —
grupo de funcicnes 1V de la La Oficina Europea de Seleccion de Persconal (EPSO).

MAS NOTICIAS

reuniones de trabajo sobre validacién a peticion de la
Comision Europea o del Laboratorio de Referencia de
la Unién Europea para alternativas al ensayo con
animales (EURLECVAM).

REMA participa en el Comité espainol para la
proteccién de animales utilizados con fines cientificos
y en el grupo de trabajo sobre animales utilizados en
investigacion de laComunidad de Madrid.

REMA asesora a diferentes administraciones
publicas sobre alternativas y evaluacién toxicoldgica,
particularmente en las normativas sobre compuestos
industriales y cosméticos, como el Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente; el
Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad; y
el Ministerio de Economiay Competitividad.

Como actividades de formacién, REMA ha
organizado 7 cursos especializados sobre alternativas,
3 deellosinternacionales. Ha participado en mas de 50
cursos de proteccién y experimentacion animal de
diversas categorias trasmitiendo los conceptos

ecopay)

3ERRES

Alternativas .com
eniyala
Experimentacion Animal

i

-Foro de
Alternativas y
Experimentacion

basicosy las estrategias para identificar alternativas en
las bases de datos, y ha difundido procedimientos
alternativos. REMA ha participado en cursos de
formacién de personal en todas las categorias
contempladas por FELASA (B, C y D) en diferentes
comunidades auténomas. Estos cursos se han dirigido
a experimentadores, investigadores, directores de
instalaciones de animales y a miembros de comités
éticos de universidades, laboratorios y centros de
investigacion.

REMA ha participado desde diferentes vertientes
en 7 proyectos nacionalesy europeos de investigacién
de promocidnydifusion de alternativas.

En el ambito internacional, REMA es miembro
fundador de ECOPA- la Plataforma Consensuada
Europea sobre Alternativas, que engloba a las
Plataformas Nacionales. REMA ha formado parte de su
junta directiva, habiendo organizado el workshop de
2011. La inscripcion en REMA es gratuita en la web
http://www.remanet.net
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Planteamientos
alternativos a la
erimentacion

Guillermo Repetto
Universidad Pablo de Olavide, de Sevilla, y REMA

Sin duda alguna, la promocién de los
"planteamientos alternativos" es uno de los aspectos
basicos que impregnan la nueva normativa de
proteccién animal. Esta es la terminologia empleada
en la Directiva 2010/63/UE, relativa a la proteccion de
los animales utilizados para fines cientificos, en
concreto "alternative approaches" en inglés, y
consecuentemente en el Real Decreto 53/2013 (RD),
por el que se establecen las normas bdsicas aplicables
para la proteccién de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo
la docencia. La denominaciéon de planteamientos
alternativos es muy acertada, ya que trasmite que es
necesaria una actitud abierta a nuevas opciones, mas
que la simple sustituciéon de unos procedimientos por
otros. Ademds, debe tenerse en cuenta que se ha
ampliado el ambito de aplicacion para proteger
también, por ejemplo, a los animales de los que se
extraen tejidos para utilizarse en estudios in vitro.

Se describen los principales cambios normativos
con el objetivo de facilitar la actuacion de todos los
implicados en suimplantacion, y considerar como esta
promocion de los planteamientos alternativos
requiere la participacién de una gran variedad de
entidadesy organismos, ademas de los investigadores
y suscentros.

El Articulo 1 indica que el RD regula el reemplazo y
reduccion de la utilizacion de animales en
procedimientos, y el refinamiento de la cria, el
alojamiento, los cuidados y la utilizacion de animales
en tales procedimientos; el origen, la cria, el marcado,

los cuidados, el alojamiento y la eutanasia de los
animales; las actividades de los criadores, suminis-
tradores o usuarios; la evaluacion y autorizaciéon de
proyectos en cuyos procedimientos se utilicen
animales. Persigue que el nimero de animales
utilizados en los procedimientos se reduzca al minimo,
aplicando en lo posible métodos alternativos; que no
se les cause innecesariamente dolor, sufrimiento,
angustia o dafo duradero; que se evite toda
duplicacién inutil de procedimientos; y que se les
concedan, alosanimales, los cuidados adecuados.

El Principio de reemplazo, reduccion y refinamiento
se define en el Articulo 4 del RD indicando que: “se
utilizardn siempre que sea posible, en lugar de un
procedimiento, métodos o estrategias de ensayo
cientificamente satisfactorios que no conlleven la
utilizacién de animales vivos; el nimero de animales
utilizados se reducira al minimo siempre que ello no
comprometa los objetivos del proyecto; las
actividades relacionadas con cuidados y los métodos
se refinaran tanto como sea posible para eliminar o
reducir al minimo cualquier posible dolor, sufrimiento,
angustia o dafio duradero a los animales” En laTabla 1
se incluye una clasificacion practica de los principales
planteamientos alternativos.

Tabla 1: Principales planteamientos alternativos

1.Evitar experimentos innecesarios in vivo e in vitro:
Protocolos normalizados. Disponibilidad de estudios previos,
intercambio de informacién. Flexibilidad. Estrategias
inteligentes. Modelos en la ensefianza.

2.Modelos Computarizados (in silico) de Prediccién e
integracién de datos.

3.0rganismos inferiores: Bacterias, hongos, protozoos, algas,
plantas, invertebrados.

4.Embriones en las etapas iniciales: peces, anfibios, reptiles,
pajaros, mamiferos.

5.Métodos In vitro: Organos, Cultivos, Sistemas acelulares.

6.Estudios animales: Reduccion: nimero de animales usados.
Refinamiento: minimizacién del dolor y distres; nuevos
modelos.

7.Estudios en humanos.
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Por lo tanto, existe una coincidencia total con las
actividades que desde su fundacién en 1999 realiza la
Red Espariola para el Desarrollo de Métodos Alternativos
a la experimentacion animal (REMA), que es un foro de
encuentro y didlogo entre el mundo cientifico, la
industria, la administracién y los grupos sociales
interesados en los métodos alternativos a la
experimentacion animal, incluidos los de defensa
animal, con el fin de conseguir una mejor y mas eficaz
aplicacion de los principios de reduccién,
refinamiento y reemplazo del uso de animales en la
experimentacion.

Las obligaciones delas administraciones

Muy diversos actores tienen responsabilidades
directas o indirectas relacionadas con los plante-
amientos alternativos, como los enumerados en la
Tabla 2. Ademas de las obligaciones bdsicas de
controlar la producciény el empleo de los animales de
experimentacion, la Directiva obliga a los Estados
Miembros a velar por el uso de métodos alternativos, a
designar un punto Unico de contacto de aseso-
ramiento sobre normativas y propuestas de valida-
cioén, a designar a los érganos habilitados para la
revision de los proyectos, a autorizar los estudios tras
una estricta revisién previa y a inspeccionar anual-
mente al menos un tercio de los laboratorios.

Los 6rganos competentes han de asegurarse de la
aplicacion del principio de las 3erres y contribuir al
desarrollo y la validaciéon de planteamientos alterna-
tivos que puedan aportar un nivel de informacién
igual, o superior al obtenido en procedimientos con
animales, pero que no utilicen o utilicen menos
animales o impliquen procedimientos menos
dolorosos.

El Ministerio de Agricultura, Alimentacion y Medio
Ambiente ha sido designado como punto de contacto
a efectos del cumplimiento del RD y a efectos de
asesoramiento sobre la pertinencia normativa y
conveniencia de los planteamientos alternativos,
propuestos para su validacion, que establecen,
respectivamente, los Articulos 59.2 y 47.5 de la
Directiva.
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Tabla 2: Principales actores implicados en los
planteamientos alternativos

Los 6rganos competentes en proteccion animal y
particularmente el punto de contacto sobre alternativas (M°
de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente): autorizacién
previa.

Los érganos competentes en la proteccion de la salud publica,
la seguridad o el medioambiente.

La Administracion General del Estado y los érganos
competentes en investigacion.

Los miembros del Comité espafol para la proteccion de
animales utilizados con fines cientificos.

Los érganos habilitados para la Evaluacién de proyectos y la
Evaluacion Retrospectiva.
Los expertos que asesoran en la Evaluacion de proyectos.

Los érganos encargados del bienestar de los animales (OEBA).
Los comités de ética de experimentacion animal.

Los investigadores: capacitacion y solicitud de autorizacién.

El Comité espanol para la proteccién de animales
utilizados con fines cientificos asesora a las autoridades
competentesy alos érganos encargados del bienestar
de los animales, e incluye un vocal representante de
las organizaciones de caracter nacional, enfocadas al
desarrollo y promocién de los métodos alternativos a
la experimentacién con animales, en este caso de
REMA.

Aunque la autorizacién de los procedimientos es
realizada por los érganos competentes, parece claro
que la evaluacién de los mismos ha de ser llevada a
cabo porlos érganos habilitados, que realizan:

i) una evaluacion de su finalidad, de los
beneficios cientificos que se prevén alcanzar,
desuvalordocente;

i) una evaluacion de su conformidad con los
requisitos de reemplazo, reduccién y refina-
miento;

iii) una evaluacién y clasificacion del grado de
severidad;

iv) un analisis de los dafos y beneficios, para
determinar si los dafios, el sufrimiento, el dolor
y la angustia que se les puedan causar a los
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animales estan justificados por los resultados
esperados, teniendo en cuenta consideraciones
éticas y los beneficios que, en definitiva, pueda
suponer el proyecto para los seres humanos, los
animales o el medio ambiente. Puede recurrirse al
asesora-miento de expertos, en particular, en las
areas de aplicacion cientifica para las que van a
utilizarse los animales, incluidos el reemplazo, la
reduccion vy el refinamiento, asi como el disefio
experimentaly la evaluacion estadistica.

La Evaluacién retrospectiva por el érgano
habilitado se realiza fundamentalmente a los
proyectos severos o que empleen primates, asicomo a
los de tipo Il que incluyan procedimientos
«moderados». Se centra en conocer si se han
alcanzado los objetivos del proyecto; el dafio infligido
a los animales, incluidos el nimero y las especies de
animales utilizados, y la severidad de los
procedimientos; y cualquiera de los elementos que
puedan contribuir a una mejor aplicacion del requisito
de reemplazo, reducciony refinamiento.

Por otra parte, la Administracién General del
Estado y los érganos competentes deben fomentar la
investigacién y velar por la promocién de los
planteamientos alternativos y la difusion de la
informacién sobre éstos a escala nacional. Ello deberia
dar lugar a la priorizacién de proyectos de
investigacion sobre planteamientos alternativos,
tantoa nivel nacional como autonémico.

El investigador

Solamente pueden aplicar procedimientos con
animales las personas capacitadas o autorizadas de
forma temporal bajo supervision responsable. La
capacitacion debiera incluir, entre otros muchos
aspectos, el conocimiento de los requisitos de
reemplazo, reduccionyrefinamiento.

Cuando el investigador pueda elegir entre
diversos procedimientos, optara por aquellos que
tengan las mayores probabilidades de proporcionar
resultados satisfactorios y que cumplan el mayor
numero de los requisitos de las tres erres. Ademas, no
deberd realizarse un procedimiento si la normativa de

la Unién Europea reconoce otro método u otra
estrategia de ensayo para obtener el resultado
perseguido que no implique la utilizacién de animales
vivos. Este aspecto se describird posteriormente, ya
queserefiereaestudios de seguridad.

El investigador es responsable de presentar la
solicitud de evaluacién del proyecto ante el érgano
habilitado, acompanada del informe del comité ético,
de copia de la solicitud de evaluacion del proyecto, y
enelcasodelos proyectosdetipollylll, del resumenno
técnico.Debejustificar, entre otros:

1) la aplicacion de métodos para reemplazar,
reduciryrefinar el uso de animales;

2) el uso de anestésicos, analgésicos y otros
medios paraaliviarel dolor;

3) las medidas para reducir, evitar y aliviar
cualquier forma de sufrimiento de los animales
alolargodetodasuvida;

4) elusode puntosfinales humanitarios;

5) la estrategia experimental o de observacion y
modelo estadistico para reducir al minimo el
nimero de animales utilizados, el dolor,
sufrimiento, angustia y el impacto ambiental,
cuando proceda;

6) la reutilizacion de animales y su efecto
acumulativo sobre elanimal;

7) la propuesta de clasificacion de los
procedimientos en funcién de su severidad;

8) las medidas para evitar la repeticion
injustificada de procedimientos;

9) las condiciones de alojamiento, zootécnicas y
decuidadodelosanimales;

10) los métodos de eutanasia;

11) la capacitacion de las personas que participan
en el proyecto.

El Organo Encargado del Bienestar de los Animales
(OEBA), que en los centros usuarios se denomina
Comité de Etica de Experimentacién Animal, es una
figura clave en este contexto. Asesora al personal
sobre la aplicacion del requisito de reemplazo,
reduccion y refinamiento, y lo mantiene informado
sobre los avances técnicos y cientificos en la aplicacion
de ese requisito. Ademas, elabora el informe para la
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evaluacion y realiza el seguimiento de los proyectos
teniendo en cuenta su efecto sobre los animales
utilizados, asi como determinar y evaluar los
elementos que mejor contribuyen al reemplazo, la
reducciony el refinamiento.

Los estudios toxicologicos de seguridad y su
validacion

Sin duda alguna, ha tenido una gran repercusién
mediatica la prohibicion, por la Uniéon Europea en
2013, de la evaluacién de ingredientes cosméticos en
animales, sobre todo cuando no se dispone todavia de
procedimientos alternativos para evaluarlos
adecuadamente. Otras legislaciones, como las de
compuestos industriales, han sido mas cautas y
reducen los ensayos con animales a los impres-
cindibles, obligando a las empresas a compartir los
resultados de los mismos. Con objeto de evitar
duplicaciones innecesarias de ensayos realizados para
evaluar la seguridad de sustancias y productos, los
6érganos competentes deben aceptar los datos de los
resultados conseguidos en laboratorios de otros
Estados miembros, obtenidos mediante proce-
dimientos reconocidos por la legislacion de la Union
Europea, salvo que deban realizarse otros
procedimientos adicionales en relacion con dichos
datos para la proteccion de la salud publica, la
seguridad o el medio ambiente.

Las legislaciones comunitarias exigen la
realizacion de evaluaciones de seguridad no sélo a
medicamentos, sustancias industriales, plaguicidas,
vacunas, otros productos sanitarios, etc., sino también
en otros dmbitos como la deteccién de toxinas en
alimentos o el control de calidad de vacunas. Se trata
de estudios que han de llevarse a cabo empleando
procedimientos estandarizados, validados y
aceptados por las agencias reguladoras, y que han de
realizarse siguiendo las normas de buena practica de
laboratorio. Al tratarse de procedimientos muy
controlados, habitualmente podran ser tramitados
por un procedimiento simplificado y no tendran que
someterse a evaluacion retrospectiva (Proyectos tipo
).
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La propia directiva (Articulo 48) ha impulsado el
cambio de la denominaciéon del Centro Europeo para
la Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM), que
ahora se denomina Laboratorio de Referencia de la
Unién Europea para alternativas al ensayo con animales
(EURL ECVAM). El Laboratorio de Referencia de la Union
esresponsable, enparticular, de:

./ coordinar y promover el desarrollo del uso de
alternativas a los procedimientos incluso en los
sectores de investigacion bésica y aplicada y en
los ensayos reglamentarios;

/" coordinar la validaciéon de los planteamientos
alternativos a nivel delaUnion;

/' actuar como punto central para el intercambio
de informacién sobre el desarrollo de los
planteamientos alternativos;

./ fijar, mantener y gestionar las bases de datos
publicos y los sistemas de informacién sobre los
planteamientos alternativos y su estado de
desarrollo;

./ promover el didlogo entre los legisladores, los
reguladores, y todas las partes interesadas, en
particular laindustria, los cientificos biomédicos,
las organizaciones de consumidores y los grupos
de bienestar animal con vistas al desarrollo, la
validacion, el reconocimiento internacional y la
solicitud de planteamientos alternativos.

Con este cambio, EURL ECVAM es quien emite las
recomendaciones sobre la validacién de
procedimientos, tras la evaluacion cientifica de los
estudios de validacién por el Comité Cientifico Asesor
de ECVAM (ESAC). En la Tabla 3 se recogen los
principales actores de estos procesos de valida-
cion.

Aunque no se incluye en la directiva, la Comisién
Europea ha establecido ademas una Red Europea de
Laboratorios parala Validacién de Métodos Alternativos
(EU-NETVAL) con objeto de facilitar la asignacion y
realizacion de los estudios cientificos de validacion de
nuevos procedimientos de estudios de seguridad.
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Tabla 3: Principales actores en la validacién de métodos de
evaluacién de seguridad

EURL ECVAM: Laboratorio de Referencia de la Unién Europea
paraalternativas al ensayo conanimales.

ESAC: Comité Cientifico Asesor de ECVAM.

EU-NETVAL: Red Europea de Laboratorios para la Validacion
de Métodos Alternativos.

PARERE: Red Europea de Evaluaciéon Preliminar de la
Relevancia Reguladora

ESTAF: Foro de ECVAM de las Partes Interesadas.

Los Coordinadores Nacionales de Métodos de la UE y de la
Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico
(OCDE).

ICCVAM: Comité norteamericano Interagencias para la
Validacién de Métodos alternativos.

Lasagenciasreguladoras: ECHA, EMEA, EPA, FDA

Lasempresasy sus consorcios.

En el paso previo a la validacion, es decir, en la
seleccién de los procedimientos que puedan
someterse a la misma, también se han producido
modificaciones importantes. En este sentido, la
Comisién Europea ha tratado de implicar a los Estados
Miembros y a otras entidades en el proceso de
priorizaciéon de ensayos mediante la creacién de dos
redes. La Red Europea de Evaluacion Preliminar de la
Relevancia Reguladora (PARERE) estd formada por
representantes de los puntos nacionales de contacto
sobre alternativas, mientras que el Foro de las Partes
Interesadas (ESTAF) esta formado por representantes
de entidades que estan afectadas por el empleo de los
procedimientos. Por lo tanto, la Comision Europea
decide qué procedimientos pasan a ser validados
mediante la colaboracién de EURL ECVAM, PARERE y
ESTAF.

Todos estos elementos han de armonizar sus
actuaciones con los Coordinadores Nacionales de
Meétodos tanto de la UE como de la Organizacion para
la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OCDE),
como responsables uUltimos de la aceptacién de los
nuevos procedimientos, asi como con el Comité
norteamericano Interagencias para la Validacion de

Meétodos alternativos (ICCVAM).
Apoyo alosinvestigadores

Los cambios legislativos requieren un adecuado
conocimiento de las sistematicas de proteccion
animal y de sus alternativas por parte de los
investigadores. En la Tabla 4 se recogen varias
herramientas que pueden ser muy dutiles a los
investigadores. Son muy practicos los esquemas de
toma de decisiones como el Diagrama de Planificacién
Estratégica para Reducir el Uso de Animales en Ciencia
Biomédica publicado por el FRAME Reduction Steering
Committee. Estos sistemas guian a los investigadores
sobre aquellas fases que deben ir siguiendo en el
desarrollo de sus experimentos.

Tabla 4: Principales herramientas de ayuda sobre
planteamientos alternativos

Diagrama de Planificacion Estratégica para Reducir el Uso de
Animales en Ciencia Biomédica. FRAME
http://www.frame.org.uk/page.php?pg id=234

Buscaalternativas.com encuentra alternativas de reduccion,
refinamiento y reemplazo http://buscaalternativas.com/

Guia ECVAM de buena practica de busqueda de alternativas
a los animales_http://bookshop.europa.eu/en/the-ecvam-
search-quide-pbLBNA24391/

rso de Disefio experimental de MFW Festing.
/www.3rs-reduction.co.uk/

3Erres- Foro de Alternativas a la Experimentacién animal
http://www.rediris.es/list/info/3erres.es.html

SECAL-L: Foro de la Sociedad Espafiola para las Ciencias del
animal de Laboratorio_http://www.secal.es/

Toxicol- Foro de Toxicologia
http://www.rediris.es/list/info/toxicol.html

COMPMED Comparative Medicine Discussion List: mensaje a
listserv@listserv.aalas.orgy en el cuerpo: subscribe COMPMED
Nombre Apellido

IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee ) Forum
http://www.iacuc.org

REMA- Red Espafnola para el Desarrollo de Métodos
Alternativos h W t/

Las necesidades de capacitacion del personal se
han canalizado mediante la organizacién de cursos de
formacién en muy diversos centros. REMA ha
participado en mas de 50 de ellos y adicionalmente, ha
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organizado directamente 6 jornadas y 5 cursos de
perfeccionamiento.

Por otra parte, los investigadores demandan
frecuentemente ayuda para poder adaptarse a la
nueva situacion. Como primer elemento de auxilio, en
los ultimos anos se ha ido optimizando en gran
medida la relacién entre el investigador y el comité de
ética de experimentacién animal de su centro, que se
ha convertido en un asesor de granvalia, y lafluidezde
la relacion ha conducido a una mejora general en la
calidad de lainvestigacion.

En relacion a la localizacién de procedimientos
alternativos disefiamos en 2005 la web
buscaalternativas.com (http://buscaalternativas.com/)
como una herramienta de ayuda para encontrar
posibles alternativas en los ambitos de reduccién,
refinamiento y reemplazo. Se presenta un modulo que
explica cudles son las limitaciones actuales, debidas a
la inadecuada indexacién sobre alternativas de las
publicaciones cientificas, y cudles son las posibles vias
para encontrar soluciones, como el empleo de la
palabra "vitro" Ademds se presenta un modulo
préctico para ejercitar la busqueda de informacién en
muy diversos ambitos. Finalmente, se incluye el
acceso a numerosas webs organizadas en 14
secciones: bases de datos; seleccion de la especie
animal; diseno experimental; bienestar, cuidado y uso
de animales; administracién y extraccién; observacion
y control; dolor, malestar analgesia e indicadores
humanitarios; eutanasia; toxicologia y proce-
dimientos in vitro; cultivo celular; ensefianza vy
entrenamiento; simulaciones gratuitas; otros enlaces;
y foros. ECVAM también ha publicado una guia de
buena practica de busqueda de alternativas a los
animales.

Aunque existen diversas webs especializadas en
disefio experimental, debe destacarse especialmente
el curso gratuito sobre reduccion impartido en linea
por Michael FW Festing.

Cuando no es posible localizar procedimientos
utiles, puede solicitarse la ayuda a un experto, bien
directamente o en foros de debate. Han de destacarse
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enesteambitoa:

»  3Erres- Foro de Alternativas a la Experi-mentacién
animal

e SECAL-L- Foro de la Sociedad Espaiola para las
Ciencias delanimal de Laboratorio,

» Toxicol-ForodeToxicologia,

e Farmacol-Forode Farmacologia,

¢ COMPMED-Comparative Medicine Discussion List

« JACUC (Institutional Animal Care and Use
Committee) Forum.

Por otra parte, REMA distribuye periédicamente
informacién y noticias gratuitamente a todos los
interesados sobre nuevos planteamientos alterna-
tivos, asi como de cambios normativos, validacién y
aceptacion de procedimientos de seguridad en
toxicologiareguladora.

En conclusidn, aunque es necesaria la adaptacién
a la nueva situacién, existen una serie de vias y
herramientas que pueden facilitar el proceso.
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Planificacion Estratégica de Programa

Planificacion Estratégica Inicial
Proponer objetivos claros, identificar las hipétesis a probar y especificar los analisis diana,
incluyendo la determinacion del conjunto de datos e informacion que seran necesarios.

l

Investigacion de Antecedentes

Revisar criticamente la bibliografia previa para determinar si la investigacion es novedosa,

examinar como se llevaron a cabo estudios similares previos e identificar todos los métodos
viables de probar las hipétesis segln el programa planificado.

Planificacion del Programa
Clasificar los métodos viables segtin el impacto en los animales, desde la no utilizacion de
animales hasta el uso de animales con sufrimiento severo. Planear una secuencia de
experimentos que ofrezca resultados satisfactorios con el menor uso animal y con la
menor severidad.

!

Para cada Experimento
Especificar objetivo/hipétesis a probar. Determinar la naturaleza de los datos necesarios y cémo
maximizar la relacion sefal-ruido para cada parametro. Evaluar otra vez si este experimento
deberia o no utilizar animales. Analizar si este experimento es principalmente exploratorio o para
probar la hipétesis. Deberia hacerse un experimento piloto?
(Ver: http://www.nc3rs.org.uk/downloaddoc.asp?id=400)

i

Disefio Experimental
Elegir un disefo apropiado €j.: factorial/en bloque/secuencial, etc. Usar
Tamaiio muestral calculos estadisticos para decidir el tamafio muestral necesario (ej.: Andlisis
disponible de Potencia Estadistica).

demasiado bajo
para potencia
estadistica.

PmmEREEETR A-. . Refinando Diserio/Procedimientos
N Incluyendo enriquecimiento ambiental, puntos finales
humanitarios, formacion de personal, eleccion de
especie/estirpe/sexo y tipo de disefio.
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conseguir los s - | completamente.
objetivos. Evaluacion Retrospectiva |
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Alternativas a la experimentacion animal
para la evaluacion de toxicidad al desarrollo

Mlguel A.Sogorb', Jorge Estévez', Joaquin de Lapuente’, Eugenio Vilanova'
'Unidad de Toxicologia y Seguridad melca Instituto de Bioingenieria, Universidad Miguel Herndndez de Elche
*Centre de Recerca en Toxicologia (UTOX-CERETOX), Parc Cientific de Barcelona

RESUMEN

La toxicidad al desarrollo puede dividirse en dos
vertientes: la embriotoxicidad y la teratogenicidad.
Los protocolos oficiales de ensayo de toxicidad al
desarrollo in vivo son largos, econdémicamente
costosos eimplican la utilizacion de un alto nUmero de
animales de experimentacion. Las alternativas a la
experimentacion animal disponibles para ensayar
embriotoxicidad, sélo incluyen ensayos in vitro, en los
que se estudia cémo la exposicidn a agentes quimicos
alterala diferenciacién de células madre embrionarias.
El método mas extendido es el ensayo de células
madre embrionarias de ratén, que estudia como se
alteraladiferenciacion espontdneade células D3 hasta
cardiomiocitos latientes como consecuencia de la
exposicion. Junto a pardmetros relacionados con
alteraciones en viabilidad celular de estas células y
fibroblastos de ratén 3T3, este método es capaz de
asignar tres grados de potencial embriotdxico. Los
ensayos alternativos de teratogenicidad incluyen la
utilizacion de embriones de diferentes especies (pollo,
raton, rata, rana o pez cebra) en los que, o bien se
generan cultivos primarios a partir de estos embriones
y se estudian alteraciones en la diferenciacion
(método de las micromasas de ratén, rata o pollo), o
bien, se exponen in vitro o ex-vivo embriones de
diferentes especies (roedores, rana o de pez cebra) en
desarrollo durante la etapa de organogénesis a las
sustancias evaluadas para luego determinar las
malformaciones que aparecen. EI método de las
células madre embrionarias de ratén D3, el método de
las micromasas usando embriones derata, y el método
de los embriones enteros de rata en cultivo han
superado satisfactoriamente ensayos ciegos de
validacién interlaboratorio, aunque sus prestaciones
todavia no permiten ser utilizados con finalidades
reguladoras.

1.-INTRODUCCION

La toxicidad a la reproduccion es un fenédmeno
que puede dividirse en varias partes dependiendo de
qué momento del proceso se vea afectado. Asi,
hablamos de toxicidad a la reproduccién, tanto
cuando se ve afectada la fertilidad de la generacion
parental, como cuando la afectacién se produce en
cualquier momento del desarrollo de la generacion
filial (desde la concepcion hasta la madurez sexual). La
toxicidad al desarrollo también se puede dividir a su
vez en dos vertientes: la embriotoxicidad (cuando el
efecto se estudia en el primer periodo del embarazo,
entre la concepcion y el desarrollo fetal);
teratogenicidad, cuando el fendmeno se estudia
después de la implantacion del embrién (durante la
organogénesis).

Necesidad de modelos alternativos para el estudio
delatoxicidad al desarrollo

La Organizacion para la Cooperaciéon y el
Desarrollo Econémico (OCDE)' dispone de 6 diferentes
guias (414,415,416,421,422 y 426) para el estudio de
toxicidad a la reproduccién in vivo (Estevan et al.,

*Abreviaturas utilizadas: ACDC = Método de células adheridas en diferenciacion
y citotoxicidad (por Adherent Cell Differentiation and Cytotoxicity); EST =Test de
las células madre embrionarias (por embryonic stem cell test); EURL-ECVAM =
Laboratorio europeo de referencia para alternativas a la experimentacion animal
(por European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing);
FETAX = Ensayo de teratogénesis en embriones de rana (por Frog Embryo
Teratogenesis Assay); IC50 3T3 = Concentracién que reduce la viabilidad de las
células 3T3 al 50% tras 10 dias de exposicion; IC50 D3 = Concentracion que
reduce la viabilidad de las células D3 al 50% tras 10 dias de exposicion; ICmax =
La concentracion mas baja que causa la maxima tasa de malformaciones;
ICNOEC TMS = Concentraciéon mas baja sin efecto observado en contador de
anomalias morfolégicas; ID50 = Concentracion que reduce al 50% la
diferenciacion de, bien células D3 hacia cardiomiocitos en el método EST, o bien
del brote de la extremidad superior de embrién de ratén hacia cartilago en el
método de las micromasas; OCDE = Organizacion para la Cooperacion y el
Eelsarro)llo Econémico; WEC = Cultivo de embriones enteros (por Whole Embryo
ulture).
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2011). Ademas, recientemente se ha anadido la guia
443 para realizar estudios de toxicidad a la
reproduccion en una generacion extendida. A pesar
de la variedad de procedimientos validados
disponibles, la normativa europea (REACH y otras de
caracter especifico como biocidas, fitosanitarios, etc.)
sélo incluye ensayos con las guias 414, 416y 421. La
Tabla 1 muestra las principales caracteristicas de estas
3 guias. Se observa cémo la aplicacién de cualquiera
de ellas lleva aparejado un alto costo econémico y
bioético, ya que implica la utilizacién de un alto
numero de animales de experimentacién. No en vano,
Hartung y Rovida estimaron en 2009 que los ensayos
de toxicidad a la reproduccion requeridos por el
REACH supondrian un 90 y 70% respectivamente del
numero total de animales y del costo econémico
empleados enregistrar una sustancia.

Tabla 1: Ensayos in vivo para la evaluacidn de la toxicidad a la
reproduccion

Animales
Objetivo

Teratogenicidad

Costo (€)'  requeridos® Tonelaje” *
Rata: 63.100 150 10-100
Conejo: 92.500
327.975 3200

Toxicidad a la reproduccion
(2 generaciones)

Escrutinio a la reproduccion 54.597 560 10-100
y desarrollo

Toxicidad a la reproduccion

(1 generacion)

Toxicidad a la reproduccion

100-1000

(1 generacion extendida)
Combinado de
reproduccion/desarrollo a
dosis repetidas
Neurotoxicidad al
desarrollo

' Estimacion realizada por Fleischer (2007) en la segunda mitad de 2004 mediante una encuesta a
28laboratorios de servicio europeos.

? Datos tomados de Hofer etal,, 2004

*Volumen de produccién (toneladas/afio) a partir del cual se requiere el ensayo segun la normativa
REACH.

Como se observaenlaTabla 1, las guias OCDE para
estudios de reproduccién contemplan, o bien el
estudio en el mismo ensayo de alteraciones a la
fertilidad, embriotoxicidad y teratogenicidad, o bien el
estudio de teratogenicidad. Por lo tanto, no existe un
ensayo in vivo de embriotoxicidad per se, ya que ésta
tiene que ser ensayada junto a alteraciones en la
fertilidad y a la teratogenicidad en los estudios de
toxicidad alareproducciéona1o2generaciones.

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2013 . Nimero 58

Asi pues, es facil deducir que existe un gran interés
en disponer de métodos alternativos de ensayos de
embriotoxicidad y toxicidad a la reproduccién que
sean fiables, rapidos y seguros, ya que estos métodos
tendrian un alto impacto econémico y bioético sobre
el desarrollo, registro y autorizacién de nuevas
sustancias para cualquier aplicacion que implicara
exposicion del ser humano. Estos métodos tendrian
aplicacion, por ejemplo, en escrutinios masivos
llevados en las etapas iniciales del desarrollo de
productos, o para comparar el potencial de toxicidad
para el desarrollo de un nuevo producto quimico, que
es solo una ligera modificacion de una sustancia
quimica existente, que ya ha sido probado in vivo; o
para evitar la realizacién de ensayos in vivo para
aquellas sustancias para las que se prevea una
exposicion muy baja.

Principales alternativas disponibles para el
estudiodelatoxicidad al desarrollo

La Tabla 2 muestra las principales alternativas
disponibles actualmente para el ensayo de toxicidad
al desarrollo. Como se observa, los ensayos de
embriotoxicidad son ensayos in vitro con células
madre embrionarias, en los que se estudian
alteraciones en la diferenciacién celular, mientras que
los ensayos de teratogenicidad se basan en la
exposicion in vitro o ex-vivo de embriones de peces,
anfibios o roedores, o bien en la diferenciacion de
células de embrion de 14 dias, en el caso del método
delasmicromasas.

Tabla 2: Principales alternativas disponibles para el ensayo
de toxicidad al desarrollola toxicidad a la reproduccion

Embriotoxicidad Teratogenicidad

Células madre embrionarias D3 (método EST) Micromasas (rata, ratén, pollo)

Células adheridas en diferenciacion y citotoxicidad Embrién entero en cultivo (rata, ratén)

(método ACDC) Embriones de pez cebra (Dario rerio)
Embriones de rana Xenopus

2.- ALTERNATIVAS PARA EL ENSAYO DE EMBRIO-
TOXICIDAD

Las alternativas mas desarrolladas para el ensayo
de embriotoxicidad se basan en observar alteraciones
en la diferenciacion celular (Tabla 2). El ensayo mas
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empleado es el de las células madre embrionarias de
ratén D3 (conocido por su acréonimo del inglés EST).
Recientemente, también estd tomando cierto auge el
ensayo de células adheridas en diferenciacion y
citotoxicidad (conocido por su acrénimo del inglés
ACDC), que esta basado en los mismos principios que
el EST, pero empleando la linea celular J1. El método
EST se encuentra validado por el Laboratorio Europeo
de Referencia para Alternativas a la Experimentacion
Animal (EURL-ECVAM), aunque sus prestaciones
todavia no son suficientes para ser utilizado con
finalidad reguladora (ESAC, 2002). Ambos métodos
(EST y ACDC) presentan la ventaja sobre el resto de
métodos descritos en este trabajo de que reemplazan
totalmente la experimentacién animal.

2.1. Método de células madre embrionarias de
raton D3 (EST)

Este ensayo utiliza como material biolégico células
madre embrionarias de ratdn de la linea pluripotente
D3 vy fibroblastos diferenciados 3T3 de la misma
especie, y basa su capacidad de predicciéon en
determinar 3 variables diferentes, la capacidad del
compuesto evaluado de alterar la diferenciacién
espontdnea de células D3 hasta cardiomiocitos
latientes (Id,,), y las alteraciones de viabilidad causadas
por el compuesto en células D3y 3T3.

El método se basa en dos fases claramente
diferenciadas con el fin de calcular las variables
necesarias para resolver las funciones lineares
discriminantes. Los primeros 3 dias de ensayo, las
células entran en contacto con el producto en un
cultivo en gota pendiente (adheridas por tensién
superficial a la tapa superior de una placa petri) para
formar el cuerpo embrioide. Durante dos dias mas se
fomenta su crecimiento en placas sin adherencia, para
dejar, durante los Ultimos 5 dias, que tales cuerpos se
expandan adheridos al fondo de una placa apropiada,
al término de los cuales el cuerpo embrioide es capaz
de latir (cardiomiocito latiente, Figura 1). Este es el
fundamento en el que se basa la técnica, por lo que
cualquier producto que inhiba dicha diferenciacion se
clasificard como embriotdxico en mayor o menor
medida. Una de las variables resultantes en el método
EST es la llamada ID50, que se define como la

concentracion del compuesto evaluado capaz de
inhibir al 50% la diferenciacion de células D3 hasta
cardiomiocitos latientes. Encontrara un video de este
proceso completo en:
http://www.youtube.com/watch?v=-gPxGM606Ms.

Figura 1: Cardiomiocito latiente. Captura de pantalla de
YouTube.

Ademas delalD,, el método EST también requiere
de la determinacién de otras dos variables, las
denominadas IC,, e IC,,.,, que se definen como las
concentraciones del compuesto evaluado capaces de
reducir la viabilidad de cultivos celulares D3 y 3T3,
respectivamente, hasta un 50% tras 10 dias de
exposicion. Dichos parametros se determinan
siguiendo el método del azul de formazan, también
conocido como ensayo del MTT.

Tabla 3: Funciones lineales de discriminacion para la
prediccion de embriotoxicidad y teratogenicidad en los 3
modelos alternativos validados por el EURL-ECVAM.
Tomadode Genschow etal., 2002

Modelo de las células madre embrionarias D3 (EST)

. IC50 373 IDso
Funcion | = 5.92 log (IGy 379 + 3.50 log (IGg pg) - 5.31 —————2 - 157
ICs0 313

Ic. |
Funcién Il = 3.65 log (16, 579 + 2.39 log (1Go o) - 2.08 — 227710 g

ICs0313

1Cs0 575 IDso

Funcion 11l = -0.125 log (IGy 579 1.92 log (IGsg pg) + 1.50
ICs0 3713

Modelo de embriones enteros en cultivo (WEC)

IC 50 375 ICnoEC TMS
Funcién | =21 ————————" +15.37 log (I, - 23.58

IC 50373

IC 50 375 ICnoEC TMS
Funcion Il = 27 ——————— + 17.71 log (IGay - 32.37

IC 50313

IC 50 375 ICnoEC TMS
Funcion lll = 9.3——————————— + 4.21 log (IG,,) - 4.23

ICs0313

Modelo de micromasas
Funcion | = 6.65 x log (IDso) - 9.49
Funcion 11 = 6.16 x log (IDso) - 8.29
Funcion | = -1.31 x log (IDso) - 1.42



http://www.youtube.com/watch?v=-gPxGM606Ms.
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Con estos tres parametros y aplicando unas
funciones de discriminacion establecidas de manera
empirica con compuestos modelo de embriotoxicidad
conocida (Genschow et al.,, 2002- Tabla 3), el método
EST es capaz de determinar tres niveles de
embriotoxicidad: embriotoxicidad fuerte, embrio-
toxicidad débil y no embriotoxicidad, segun los
criterios mostrados en laTabla 4.

La generacion de cardiomiocitos latientes es un
proceso complejoy sobre todo dificil de cuantificar, ya
que muchas veces los cuerpos embrionarios
diferenciados no laten de manera homogénea, ni con
frecuenciareproducible, eincluso no toda la superficie
del cuerpo embrionario es contractil. Esto hace que la
cuantificacion de los cardiomiocitos latientes
generados tras la exposicion al agente embriotdxico
sea un proceso sometido a diversas incertidumbres
(entre ellas las destrezas del operador) y que por lo
tanto, si el efecto no es muy evidente, sea dificil
distinguir entre agentes embriotoxicos débiles y no
embriotoxicos. De hecho, el ensayo de validacion del
EST mostré una capacidad de prediccion del 100%
para embriotdxicos fuertes, pero sélo del 70 y 73%
respectivamente para agentes no embriotoxicos y
embriotoxicos débiles (Genschow et al., 2002).

Tabla 4: Criterios de clasificacion del potencial embriotéxico
y teratogéncio de acuerdo a los modelos de prediccion
mostrados en laTabla 3. Tomado de Genschow et al., 2002

Clasificacion Requerimientos

Fuerte Funcion II1 > Funcioén 11y Funcion Hl > Funcion |
Débil Funcioén I1> Funcién Il 'y Funcioén Il > Funcién |
No embriotoxico o teratdgeno  Funcidn | > Funcién Il y Funcién | > Funcién Il

Atendiendo a estas limitaciones, el propio EURL-
ECVAM ha emitido una serie de recomendaciones para
mejorar las prestaciones del método EST. La mas
importante de estas recomendaciones es la necesidad
de mejorar la cuantificacién en la diferenciacién a
través de métodos moleculares (Spielman et al., 2006).
En este sentido, nuestro laboratorio ha demostrado
que, utilizando como criterio para la cuantificacion de
alteraciones en la diferenciacion la expresién de 6
genes diferentes biomarcadores de expresion de

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2013 . Nimero 58

tejidos de diferentes linajes celulares y las ecuaciones
mostradas en la Tabla 3, es posible predecir
correctamente la embriotoxicidad de 5-fluorouracilo,
5,5-difenilhidantoina y sacarina (Romero et al., 2011,
Pamies et al, 2010). No obstante, también se han
propuesto una larga serie de mejoras al EST que pasan
por la utilizacion de transcriptomica, mejoras en las
técnicas de cultivo, cuantificacion de la diferenciacion
por citometria de flujo, o por técnicas de analisis de
imagen computerizadas, e incluso en el proceso de
discriminacién entre diferentes niveles de
embriotoxicidad dentro del grupo de los
embriotéxicos débiles (Pamies et al., 2011, Di
Guglielmoetal., 2010).

2.2.Método de células adheridas en diferenciacion
y citotoxicidad (ACDC)

El método de adherencia celular y citotoxicidad
(Barrier et al., 2011) es una variante del método EST
con ciertas mejoras implementadas. Utiliza células
madre de ratéon de la linea J1, por considerarlas
genéticamente mas estables que las células D3, y
utiliza, como criterio de cuantificacion de alteraciones
en la diferenciacion de células pluripotentes J1 hacia
cardiomiocitos, la expresién de la proteina mayoritaria
en musculo cardiaco, la cadena pesada de la miosina.
Esta expresion se corrige posteriormente con el
numero de células vivas, para distinguir entre
alteraciones en la diferenciacion debidas a
mecanismos intrinsecos a ellamismay alteraciones en
la diferenciacién causadas por la caida de la viabilidad
celular. La principal ventaja de este método sobre el
EST es que permite la determinacion de ambos
pardmetros sobre el mismo cultivo celular,ademas de
reducir sustancialmente el tiempo de duracién del
ensayo. Sin embargo, uno de los puntos débiles de
este método, y que comparte con el EST, es que
solamente cuantifica alteraciones en la diferenciacion
hacia mesodermo (tejido del que proceden las células
cardiacas). Esta desventaja queda solventada con
nuestra propuesta de estudiar la diferenciacion de
células D3 sobre la base de la expresién de genes
biomarcadores, ya que en la bateria de genes
propuestos estan representados los principales linajes
celulares (Romeroetal., 2011).
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3.- ALTERNATIVAS PARA ENSAYOS DE TERATO-
GENICIDAD

Los métodos para ensayos de teratogenicidad de
las micromasas y del cultivo de embriones enteros
(WEC) de rata se encuentran ambos validados por el
EURL-ECVAM, aunque sus prestaciones todavia no son
suficientes para ser utilizado con finalidad reguladora
(ESAC, 2002). EI método de teratogénesis con
embriones de rana (FETAX) también ha pasado
estudios de validacion (ICCVAM, 2000), pero al igual
que los anteriores se encuentra en proceso de revision
para poder ser utilizado con finalidades reguladoras.
También esta tomando gran protagonismo el ensayo
de pez cebra (Dario rerio), como lo demuestra el hecho
de que ya exista un borrador para establecer una
nueva guia OCDE con este modelo. Ninguno de estos
ensayos reemplaza la experimentacion animal,
aunque si reduce el nimero de animales necesarios
frente a los protocolos in vivo de la OCDE, a la vez que
refina estos procedimientos, ya que la exposicién a las
sustancias que se evallan se efectua in vitro o ex-vivo.
Ademas, los procedimientos de FETAX, WEC y de pez
cebra presentan la ventaja de que, en la mayoria de los
casos, permiten determinar las anormalidades
morfoldgicasinducidas porla exposicion al producto.

3.1.Método delas micromasas

El método de las micromasas utiliza cultivos
primarios de los esbozos de las extremidades
anteriores de embriones de rata de 14 dias de
gestacion (“fore limb bud” en la Figura 2). El método
basa su capacidad de deteccién de teratbgenos en
determinar el grado de proliferacion del cultivo
primario y la alteracion del proceso de diferenciacion
de dichos cultivos a tejido cartilaginoso (paso funda-
mental en la generacion del esqueleto, la proliferacion
y diferenciacion celular y en las comunicaciones
célula-célulay célula-matrizextracelular).

Asi pues, los cultivos primarios se exponen a los
potenciales teratdégenos durante 5 dias y finalmente se
determina, mediante un colorante marcador
especifico de cartilago, la ID,, del compuesto, es decir,

Mesencephaion
rhombencephalon

telencephalon

ind limb bud
maxillary process
optic system
otic system

branchial bars

olfactory system
heart

omite formation

fore limb bud

Figura 2: Morfologia de embrién de rata. Tomado de EURL-
ECVAM protocolo 123 (disponible en: http://ecvam-
dbalm.jrc.ec.europa.eu/view_doc.cfm?iddoc=247&tdoc=pr
ot).

la concentracion del compuesto capaz de inhibir un
50% la diferenciacién de las células indiferenciadas. A
partir de ahi, las funciones de discriminacion lineal
mostradas en laTabla 3 han sido capaces de predecir el
potencial teratogénico de los compuestos estudiados
segun los criterios mostrados en laTabla 4.

Este método también se ha utilizado empleando
como tejido biolégico las mismas células pero
procedentes de embriones de pollo, si bien el método
de las micromasas no esta validado en este modelo, y
las funciones de discriminacion de la Tabla 3 no son
aplicables.

3.2. Método del cultivo de embriones enteros
(WEC)

El método de embriones enteros en cultivo se basa
en la exposicién ex-vivo de embriones de rata a
sustancias potencialmente teratégenas durante el
periodo en que ocurren los procesos mas relevantes
delaorganogénesis, como laformacion del corazén, la
formacién de ojos y oidos, el cierre del tubo neural, el
brote de las extremidades, etc.

Tras la obtencién de los embriones a partir de
madres gestantes, los embriones de 9.5 dias de
gestacion (Figura 2) son expuestos al producto de
ensayo en frascos cerrados y con diversas variaciones
en la presién parcial de oxigeno y didxido de carbono
durante las 48 horas que dura el ensayo. Tras la
exposicion, se determinan las anormalidades
morfoldgicas de cada embridn expuesto de acuerdo a
los pardmetros funcionales, morfolégicos y de
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malformaciones detallados en la Tabla 5. Con estas
puntuaciones se determina los parametros IC,... TMS
(concentracion més baja que no causa anomalias
morfolégicas observables) e IC,,, (la mas baja
concentracion que causa la maxima tasa de
malformaciones), que junto al parametro IC,,
definido anteriormente para el método EST, permite
predecir el potencial teratégeno de la sustancia
evaluada segun las funciones de discriminacion
mostradas en la Tabla 3 y de acuerdo a los criterios
mostradosenlaTabla4.

Tabla 5: Parametros a analizar tras la exposicion de
embriones de rata o de ratén en el ensayo WEC. Tomado
del protocolo oficial validado por EURL-ECVAM.

de imi i (0 para normal/1 para malformacion)

Diametro del saco vitelino

badill

‘Yema del saco vitelino defectuosa

Longitud de la cabeza (mm)
Parametros funcionales (1 para
normal/0 para anormal)
Circulacion en el saco vitelino
Circulacion en los alantoides
Latido del corazon

Desarrollo de somitas

Numero final de somitas
Diferencia  entre  somitas
finales e iniciales
Puntuaciones morfolégicas
A Vasos i del

no fusi con cono

Alantoides grandes

Flexion deficiente

Saco pericardico amplio lleno de fluido
Corazén girado

Neuroporo posterior abierto

Linea dorsal media irregular
Rombencéfalo abierto

Rombencéfalo estrecho

Pliegues alineados il

Cabeza pequefia y curvada hacia atrs

saco vitelino
Alantoides

Flexion

Corazén

Tubo caudal-neural
Metencéfalo
Cerebro medio
Cerebro anterior
Sistema otico
Sistema 6ptico
Sistema olfatorio
Barras branquiales
Maxilares
Mandibulas
Miembros anteriores
Miembros posteriores

POTVZZTrXCIETMOO®

P facial anormal

Tubo neural hemorragico
Rombencéfalo grande y transparente
Rombencéfalo estrecho

Vesiculas éticas deformadas
Vesiculas opticas deformadas

Barras branquiales deformadas
Maxilares hinchados

Mandibulas inacabadas

Mandibulas deformadas

Somitas pequefias

Somitas irregulares

Cola enroscadal

Railes cortos y delgados

Ampollas subcutaneas

Hemorragias

Puntuacién morfolégica Otras
total =
(A+B+C+..+R)

3.3. Método de teratogénesis con embriones de
rana (FETAX)

El método FETAX utiliza embriones de sapo de
uias sudafricano (Xenopus laevis) como material
biolégico (Figura 3). Los embriones seleccionados
entre el estrecho margen de tiempo que comprenden
los estadios del desarrollo 8 y 11, se exponen durante
96 horas a diferentes concentraciones del compuesto
evaluado, tras lo cual se determina la mortalidad, las
malformaciones, el crecimiento (distancia entre la cola
y la cabeza), la concentracién minima que inhibe el
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crecimiento, y el indice de teratogenia (relacion entre
la concentracién que causa mortalidad al 50% de los
embriones y la concentracién que causa
anormalidades morfolégicas en el 50% de los
embriones). En este ensayo se consideran teratégenos
aquellos compuestos para los que se den algunas de
las siguientes situaciones:

1)- unindice de teratogenia superiora 1.5;
2)- la relacién entre la concentracion minima que

inhibe el crecimiento y la que causa mortalidad al
50% delosembriones esinferiora0.3;

3)- cuando el crecimiento se inhibe de una
manera significativa a una concentraciéon por
debajo del 30% de aquella concentracién que
causa letalidad al 50% de los embriones (Borras et
al,.2003).

Figura 3: Embriones de Xenopus laevis empleados en un test
FETAX. El embrion A es un embridon normal (no expuesto a
teratégeno). Los embriones B a E son embriones que
muestran diferentes niveles de afectacion tras exposicion a
un control positivo de 6-aminonicotinamida

3.4.Ensayos con pezcebra

El pez cebra (Dario rerio) es un teledsteo
ampliamente utilizado en estudios de desarrollo
embrionario realizados en laboratorios, debido a que
su patron de desarrollo morfolégico esta bien
establecido (Figura 4) y acontece en un periodo de
tiempo muy reducido (72 horas desde la formacién
del cigoto hasta la eclosion de los huevos). Otra
ventaja adicional es que los embriones de pez cebra
son transparentes, lo que facilita la observacion
morfolégicadelembridn.
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El ensayo de embriotoxicidad con pez cebra
consiste en exponer los embriones a la sustancia que
se desea probar para luego evaluar alteraciones en
multitud de parametros como mortalidad, tamano,
posicion de ojosy cola, alteraciones en la formacion de
somitas, angiogénesis, apoptosis, etc. También se
determina un indice de teratogenia, que se define de
manera similar al descrito para el test de FETAX
(Teixiddetal., 2013).

- T -0
i Division Blastula

«0)

segmentacion Gastrula

Faringula

Pez cebra adulto

Figura 4: Estados embriolégicos del pez cebra (Dario rerio)

CONCLUSIONES

Existen procedimientos alternativos para evaluar
la capacidad de los compuestos quimicos de alterar
procesos tan complejos como el desarrollo
embrionario. Para determinar la peligrosidad durante
el desarrollo embrionario es conveniente aplicar una
bateria de ensayos que permita cubrir varios aspectos
del proceso, empezando por ensayos celulares
sencillos y avanzando hacia ensayos mas complejos,
que impliquen la exposicién de embriones durante las
etapas tempranas del desarrollo para evaluar las
alteraciones en la organogénesis. Debido a que esta
etapa de los organismos es particular de cada especie
y a que hay que tener en cuenta que todos los ensayos
expuestos en este documento son modelos de
aproximacion a la realidad, es conveniente que dicha
evaluacion incluya mas de un ensayo con diferentes
modelos experimentales, para asi poder cubrir
posibles problemas de extrapolacion de efectos desde
modelos de organizacién inferiores hasta el modelo de
desarrollo humano.
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Versatilidad del ensayo del cometa para evaluar

genotoxicidad

Amaya Azqueta, Adela Lopez de Cerain

Departamento de Farmacologia y Toxicologia. Universidad de Navarra

1.-INTRODUCCION

EI ADN es una estructura quimica dindmica sujetaa
modificaciones que pueden dar lugar a distintas
alteraciones. Asi, la exposicién a compuestos
quimicos, particulas o radiacién produce diferentes
lesiones en el ADN de nuestras células tales como
roturas simples y dobles de hebra, oxidacion y
alquilacién de bases nitrogenadas, unién covalente de
productos quimicos (aductos), uniones cruzadas entre
hebras, unién de proteinas, etc.' (Figura 1). Las lesiones
en el ADN que no son reparadas pueden afectar a los
procesos de transcripcién, replicacién y segregacién y
pueden dar lugar a mutaciones, transformaciones
celularesy procesos tumorales.

La toxicologia genética es la rama de la
toxicologia que se encarga de estudiar el efecto de los
compuestos quimicos, las particulas y las radiaciones
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Figura 1: Esquema de diferentes lesiones del ADN.
Adaptado de Azquetay Collins, 2011

en el ADN. La genotoxicidad es un aspecto muy
importante enla evaluacion dela seguridad de nuevos
compuestos. En la actualidad se cuenta con diferentes
técnicas in vitro e in vivo para la deteccion de lesiones
en el ADN; entre ellas, el ensayo de electroforesis de
células aisladas o ensayo del cometa, que se emplea
tanto in vitro como in vivo. El ensayo del cometa es
fiable, sencillo, econémico, rapido y muy versatil, por
lo que en la actualidad, es uno de los métodos mas
utilizados para medirdafnoenel ADN.

2.-PRINCIPIOS DEL ENSAYO

El ensayo del cometa parte de una suspensién de
células aisladas de diverso origen. El primer paso
consiste enfijar dicha suspension celular en una matriz
de agarosa que se deposita sobre un portaobjetos,
formando un fino gel. A continuacion se lisan las
células por inmersidon en una soluciéon tampén que
contiene una alta concentracion de sales y deter-
gentes. De esta forma, se degradan las membranas
celulares, los componentes solubles del citoplasma y
el nucleo eincluso las histonas. Lo que queda después
de lisar las células se denomina 'nucleoide'y consiste
en ADN superenrollado y unido en intervalos a la
matriz nuclear, formando una serie de lazos. El
siguiente paso consiste en la desnaturalizacion del
ADN en una solucién muy alcalina (pH > 13) sequida
de una electroforesis. La presencia de roturas en el
ADN relajala estructura del nucleoide, lo que posibilita
sumigracion en el gel. Los siguientes pasos constan de
diferentes lavados para neutralizar el ADN y eliminar
las sales de la muestra. Por ultimo, el ADN se tifie con
un fluoroforo intercalante y se visualiza al microscopio
de fluorescencia. Cada célula genera una imagen que
permite la cuantificacion indirecta del dafo en su
ADN. Cuando el ADN estd danado las imagenes
obtenidas se asemejan a los cometas estelares, con




una cabeza y una cola, de ahi el nombre del ensayo
(Figura 2). Cuantas mas roturas contenga el ADN de
una célula, mayor cantidad pasara a formar parte de la
coladel cometa.

Figura 2: Imagen de cometas con diferentes niveles de dafio
obtenidos a partir de linfocitos humanos tratados con
diferentes agentes genotoxicos

3.-HISTORIA DEL ENSAYO

La estructura del nucleoide fue descrita en 1976
por Cook y cols. como el ADN de la célula en estado
super-enrollado y unido a una matriz nuclear en
intervalos formando lazos, cada uno de los cuales
corresponde auna unidad estructural’.

Estos autores observaron y describieron esta
estructura tras el lisado de células Hela en diferentes
soluciones de lisis que contenian detergentes no
idnicos y altas concentraciones de sales. Aunque las
altas concentraciones de sales eliminan las histonas, el
superenrollamiento del ADN se mantiene gracias a la
compactacion que le dan sus uniones con la matriz
nuclear.

En 1978, Rydberg y Johanson desarrollaron un
método para medir el dafio en el ADN de células
individuales'. Tras embeber linfocitos humanos en un
gel de agarosa sobre un portaobjetos, lisarlos,
desnaturalizar el ADN en una solucion tampoén
débilmente alcalina y tefiirlos con naranja de acridina,
estimaron la intensidad del dafo teniendo en cuenta
laintensidad del verdey el rojo.

Hay que recordar que el naranja de acridina emite

un color verde cuando se une a las hebras dobles de
ADNYy un colorrojo cuando se unaalas hebras simples.

El ensayo del cometa fue descrito por primera vez
en 1984 por dos investigadores suecos, Ostling y
Johanson’. Estos investigadores, conocedores de los
trabajos anteriormente citados, obtuvieron cometas e
incluso fueron capaces de diferenciar entre células
irradiadas con rayos y y células control. Para ello
realizaron una lisis de 1 hora a pH 9.5, insuficiente para
desnaturalizar el ADN, y una electroforesis corta pero
muy agresiva en el mismo tampén.

Los autores afirman en este trabajo que las roturas
en el ADN favorecen la relajacién del ADN super-
enrollado y su migracion hacia el anodo. Pocos afios
mas tarde el método fue modificado por Singh y cols.
quienes realizando la lisis a pH 10, incluyendo un paso
de desnaturalizacion del ADN a pH >13 y aumentando
el pH de la electroforesis a >13, obtuvieron unas
imagenes de nucleoides o cometas, provenientes de
linfocitos humanos irradiados con rayos X o tratados
con H,0,, de muy buena calidad’. Este protocolo es
muy parecido al que se utiliza actualmente para
realizar el ensayo del cometa alcalino. Los autores de
este trabajo consideraron que con este método se
podian detectar roturas de cadena doble y simple, asi
como lugares sin base y fosfotriésteres.

Posteriormente, se han ido implementando
modificaciones al protocolo del ensayo del cometa,
que lo han convertido en una herramienta especifica,
sensible y muy versatil. Muchas de estas modifi-
caciones seran expuestas en el siguiente apartado.

4.- MODIFICACION DEL ENSAYO PARA DETECTAR
DIFERENTES LESIONES EN ELADN

4.1.Utilizacion de enzimas

Una de las modificaciones mas significativas que
ha sufrido el ensayo del cometa es la utilizacion de
enzimas para detectar determinadas lesiones en el
ADN. En 1993, Collins y cols. describieron la utilizacion
de la enzima endonucleasa lll (Endo lll), que forma
parte del sistema de reparacion del ADN bacterianoy
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es la encargada de detectar bases pimidinicas
oxidadas y romper el ADN en esos lugares’. La
modificacion del protocolo del ensayo del cometa
incluye la incubacion de los nucleoides con dicha
enzima de forma que ésta produce roturas, adicionales
alas ya presentes, en los lugares donde detecta bases
pirimidinicas oxidadas.

Tres afos mas tarde, Dusinska y Collins
describieron la utilizacién de otra enzima, la
formamido pirimidina ADN glicosilasa (FPG), también
del sistema de reparacién del ADN bacteriano®. Esta
enzima detecta bases puricas oxidadas, en especial las
8-oxoguaninas, y los lugares que resultan de la
eliminacién de bases puricas oxidadas o alquiladas.
También detecta los aductos de guanina N7 abierta
producidos por los agentes alquilantes’,”. En la
actualidad, varias enzimas tanto de origen bacteriano
como humano se utilizan de forma rutinaria en
combinacion con el ensayo del cometa para detectar
diferentes lesiones: FPG para la deteccion de bases
puricas oxidadas, en concreto 8-oxoguaninas; Endo Ill
para la deteccién de bases pirimidinicas oxidadas; Alk
A para la deteccién de bases alquiladas, mas
concretamente 3-metiladeninas'’; 8-oxoguanina
glicosilasa (OGGT), la enzima analoga de la FPG pero
de origen humano, para detectar bases puricas
oxidadas de forma mas especifica (OGGT no actua
sobre purinas alquiladas)'’; T4 endonucleasa V
(T4endoV) que detecta dimeros de pirimidina,
inducidos porlaluzUV";y por dltimo, laenzima uracilo
ADN glicosilasa (UDG), que detecta las bases de uracilo
que hansido erréneamente introducidasenel ADN™,

Algunas de las enzimas bacterianas (FPG, Endo llI,
Alk A, T4endoV y UDG) son producidas en cultivos
bacterianos mediante la sobreexpresion del gen
correspondiente y posterior purificacion. Esto da la
oportunidad de trabajar tanto con los productos
puros como con extractos con diferente grado de
pureza, en donde va a haber una minima cantidad de
otras enzimas bacterianas. Los extractos tienden a ser
mucho mas estables que las enzimas puras y por esa
razén son mas utilizados. El Profesor Andrew R. Collins
de la Universidad de Oslo, produce y distribuye las
enzimas FPG y Endolll sin cargo alguno (el
investigador interesado Unicamente debe pagar los
costesdel envio).
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En los ultimos afos, el ensayo del cometa en
combinacion con las enzimas de restriccion Hpall y
Mspl, que reconocen secuencias 5'CCGG-3' pero son
inhibidas por la presencia de citosinas metiladas, ha
sido utilizado para medir metilacion general del
ADN"™",

Otras muchas enzimas estan en fase investigacion
con laintencién de ser utilizadas en combinacién con
el ensayo del cometa. Este es el caso de la enzima
uvrABC que, ademas de detectar las distorsiones que
laluzUV produce enel ADN, detecta también aductos.

La utilizacion de las enzimas aumenta
considerablemente la sensibilidad del ensayo del
cometa”. La enzima mas utilizada actualmente es la
FPG y el Comité Europeo sobre Dafo Oxidativo
(European Standards Committee on Oxidative DNA
Damage, ESCODD) concluyé que el ensayo del cometa
en combinacién con la enzima FPG, es menos preciso
pero mas exacto que los métodos cromatogréficos,
para detectar niveles basales de 8-oxoguanina en

1819

linfocitos humanos ™.
4.2.O0tras modificaciones

El ensayo del cometa también se ha utilizado para
medir de forma indirecta enlaces cruzados entre las
hebras de ADN o con proteinas20. Estas lesiones, al
contrario de las roturas en el ADN, inhiben la
migracién de los lazos evitando asi la formacion de las
colas de los cometas. De esta forma, un compuesto
que induce este tipo de lesiones inhibira la formacion
de cometasinducidos, por ejemplo, porel H,0,.

Los aductos en el ADN también pueden ser
detectados de forma indirecta utilizando este
ensayo’. Para ello, se inhibe la polimerasa alfa
mediante la utilizaciéon de afidicolina, manteniendo
asi las roturas que se producen durante el proceso de
reparaciondeladucto.

Para aplicar cualquiera de los dos procedimientos
anteriores debemos tener indicios del mecanismo de
accion del compuesto de estudio. Esto ayudara a
interpretar los resultados correctamente.
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5.-PROTOCOLO DEL ENSAYO DEL COMETA
5.1.Fasesdel protocolo

Existen varios protocolos publicados sobre cémo
llevar a cabo el ensayo del cometa para evaluar la
genotoxicidad de compuestos **, Muy brevemente,
el protocolo para la realizacion del ensayo del cometa
estandar consiste en (Figura 3a):

1)- Inmovilizar la suspensién celular en agarosa
sobre un portaobjetos.

2)- Lisar las células en una solucién con una
elevada concentracién de salesy detergentes,aun
pHalcalino, parala obtencién de nucleoides.

3)- Desnaturalizar el ADN en una solucién
altamente alcalina.

4)- Electroforesis en lamisma soluciénenla cual se
realizala desnaturalizacién.
5)-Neutralizaciéonylavado delos nucleoides.

6)- Tincion de los nucleoides con un fluoroforo
intercalante del ADN.

8)-Visualizacion de los nucleoides y obtencién de
los resultados.

En la version combinada con enzimas, la
incubacion de los nucleoides en presencia de dichas
enzimas se realiza antes de la desnaturalizacion del
ADN, entre el paso 2y 3 (Figura 3b).

a) Ensayo del cometa estandar ) Ensayo del cometa + enzimas

Célula no dafiada
(ADN intacto)

lmm .
* e

. Con ratamiento

Sin ratamiento ami
lJp»mnmhm enzimtico / \ enzimétioo (FPG
l Electroforesis Electroforesis

Neutralizacién, tincién y visualizacion
(microscopio de fluorescencia)

Figura 3: Esquema del ensayo del cometa sin (a) y con (b) la
utilizacién de enzimas. Adaptado de Azquetay cols., 2009™

5.2.0btenciéonderesultados

Como hemos apuntado anteriormente, de cada
una de las células se obtiene una imagen que permite
cuantificarla cantidad de dafio en el ADN de esa célula.
Dicha cuantificacion debe realizarse en al menos 100
cometas por muestra y puede efectuarse de diversas
maneras. Los cometas pueden clasificarse visual-
mente en diferentes categorias, dependiendo de la
cantidad de ADN que contienen en la cola. A partir de
esta clasificacion, se calcula un indice que nos da una
idea del dafo de la muestra® (Figura 4). Existen
programas de analisis de imagen que calculan
diferentes pardmetros para cada cometa: longitud de
la cola, cantidad de fluorescencia presente en todo el
cometa, la cabeza y la cola, asi como diferentes
calculos de momentos. El dato més utilizado es el
porcentaje de fluorescencia en la cola del cometa con
respecto a todo el cometa; este valor se corresponde
con la cantidad de ADN presente en la cola y por lo
tanto es proporcional a la cantidad de roturas del ADN
de esa célula. Los programas de andlisis de imagen
mas utilizados son los semiautomaticos, en los que el
investigador debe seleccionar los cometas y el
programa calcula los diferentes parametros. Existen
programas de andlisis automaticos, muchos en fase de
desarrollo, en los que todos los cometas presentes en
la muestra son analizados. Los diferentes sistemas
para el andlisis de los cometas ofrecen resultados
similares con ciertos matices; cualquiera de los
métodos esvalido”.

Clase 0 Clase 1 Clase 2 Clase 3 Clase 4

indice de dafio en el ADN = (% cometas clase 0 x 0) + ( % cometas clase 1 x 1)
+ (% cometas clase 2 x 2) + ( % cometas clase 3 x 3) + ( % cometas clase 4 x 4)

Figura 4: Iméagenes de las diferentes categorias utilizadas en
el andlisis visual de los resultados y férmula utilizada para el
calculo de indice de dafo en el ADN. Figura adaptada de
Collins, 2004,

Unadelas mayores ventajas del ensayo del cometa
eslaobtencién de un dato para cada unadelas células,
lo que nos permite detectar poblaciones celulares con
diferente sensibilidad al compuesto en estudio.
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A la hora de hacer un andlisis estadistico de los
datos obtenidos con este ensayo hay que tener en
cuenta que la unidad experimental es cada
suspension celulary por lo tanto, habra que calcular la
media o la mediana de los datos obtenidos con los
cometas analizados, normalmente 100. Lovell y Omori
en 2008, publicaron un articulo muy interesante
referente al andlisis estadistico que se deberia aplicara
los resultados que se obtienen con este ensayo™.

Cuando se utilizan enzimas para detectar
diferentes tipos de lesiones, es necesario incluir una
muestra en la que los nucleoides se incuben con el
tampon fosfato sin la enzima. El valor que se obtiene
en esta muestra hay que restarlo del valor que se
obtiene al incubar los nucleoides con la enzima para
obtener el dafo neto detectado pordichaenzima.

Generalmente los datos obtenidos en el ensayo
del cometa se publican sin ningun tipo de conversion.
Sin embargo, se han realizado calibraciones teniendo
como referencia el nimero de roturas inducidas por
radiacién ionizante, que se estima en 0.31 roturas por
10’ Da de ADN tras una dosis de 1 Gy de rayos X o rayos
y 29. Se han publicado varias curvas de calibracién,
existiendo algo de variacién entre ellas™.

5.3.Factores criticos que influyen en los resultados

Con el objetivo de estandarizar el ensayo del
cometay minimizarla variabilidad en los resultados, se
ha estudiado el efecto de diferentes factores™,”. Se ha
comprobado que la concentracion de agarosa del gel,
la duracion del tratamiento alcalino y, lo mas
importante, el voltaje y la duracion de la electroforesis,
influyen en los resultados del ensayo del cometa.
Cuando se utilizan enzimas, tanto su concentracion
como el tiempo de incubacién son importantes. El
andlisis de los cometas también es una fuente de
variaciéon en los resultados®™. Los diferentes
fluorocromos que se utilizan, la edad de la ldmpara UV
del microscopio de fluorescencia, el propio
microscopio y los ajustes de los diferentes parametros
del programa de andlisis de imagen son también
factoresateneren cuenta.
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El grupo europeo de validacion del ensayo del
cometa (European Comet Assay Validation Group,
ECVAG) ha realizado ensayos interlaboratorio para
detectar y analizar aquellos factores que afectan a la
variacion del ensayo del cometa™™.

6.- EL ENSAYO DEL COMETA EN TOXICOLOGIA
REGULATORIA

A dia de hoy, el papel del ensayo del cometa en
toxicologia regulatoria es escaso. Sin embargo, se
utiliza mucho en el cribado de nuevos compuestos
farmacéuticos, cosméticos y otros compuestos
quimicos. En la estrategia ICH para detectar la
genotoxicidad de compuestos farmacéuticos
actualizada en 2011”7, se contempla la utilizacién del
ensayo del cometa entejidos deroedoresenel casode
obtener resultados positivos en los ensayos in vitro
realizados previamente (Figura 5). El centro de
validacién de métodos alternativos japonés
(Japanese Centre for the Validation of Alternative
Methods, JaCVAM) en colaboracion con el centro de
validacion de métodos alternativos europeo
(European Centre for the Validation of Alternative
Methods, ECVAM), estd llevando a cabo diferentes
estudios de validacion del ensayo del cometa con el
fin de preparar las correspondientes guias OECD
(Organisation for Economic Cooperation and
Development).

Se ha demostrado que el ensayo del cometa in
vitro es tan sensible como el ensayo del microntcleo,
el de aberraciones cromosémicas y el de intercambio
entre cromatidas hermanas®™. Hartmann y cols.
obtuvieron los mismos resultados tras testar 13
compuestos con el ensayo del cometa y el de
aberraciones cromosémicas®. Kirkland y Speit
mostraron, tras la realizacion de un estudio
bibliogréfico, que el ensayo del cometa detectd el 90%
de 67 compuestos genotdxicos que daban resultados
negativos o confusos en el ensayo del microntcleo®.
Asimismo, detecté como negativos el 78% de los
compuestos no genotéxicos. De estos estudios se
puede concluir que el ensayo del cometa es un ensayo
sensible alavez que especifico.
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i In vivo
In vitro
(roedores)

Ensayo de aberraciones Test del microntcleo en
cromosomicas células hematopoiéticas

o o
Testde Ames Test del micronticleo Ensayo de aberraciones

o cromosémicas en células
Ensayo del linfoma de raton hematopoiéticas

Estrategia 1

Ensayo de aberraciones
cromosdmicas en células
hematopoiéticas
No se contemplo la realizacion
de ningun ensayo in vitro

Test de Ames

) y
Estrategia 2 Ensayo de elucin alcalina en

higado

°
Ensayo del cometa en higado

Figura 5: Esquema de la estrategia propuesta por la ICH para
la evaluacién de la genotoxicidad de productos
farmacéuticos

Para interpretar los resultados de un ensayo de
genotoxicidad, éstos deben ir acompanados de datos
de citotoxicidad. El ensayo de proliferacién celular es
uno delos ensayos de citotoxicidad mas conveniente a
este respecto. Un buen ensayo de genotoxicidad debe
ser capaz de detectar los efectos genotodxicos de un
compuesto a concentraciones no citotoxicas o
levemente citotoxicas.

Hasta la actualidad se ha utilizado el ensayo del
cometa estandar, sin la utilizacion de enzimas, para
estudiar la genotoxicidad de compuestos quimicos.
Recientemente, nuestro grupo harealizado un estudio
con diferentes compuestos conocidos (genotdxicos,
citotoxicos no genotoxicos e inocuos) en el que se
demuestra que la utilizacion del ensayo del cometa en
combinacion con la enzima FPG mejora la sensibilidad
del ensayo sin afectar a su especificidad’. Ademas,
esta variante permite detectar los efectos de los
compuestos genotdxicos a concentraciones menos
citotéxicas que el ensayo estandar.

7.- UTILIZACION DEL ENSAYO DEL COMETA EN
OTRAS AREAS

El ensayo del cometa se aplica en diversos tipos
celulares: lineas celulares establecidas; células
sanguineas y de tejidos animales; hemolinfa de
moluscos e insectos; levaduras; plantas. Asi mismo, se
puede emplear con distintos fines, células y tejidos
humanos, tales como espermatozoides, células
sanguineas o de los epitelios dérmico, bucal, lacrimal,

nasal, delalente ocularylacérnea, asicomo en células
tumorales. El ensayo del cometa debe su gran
versatilidad al hecho de poder aplicarse a cualquier
célula eucariota, ya que lo que se precisa es
simplemente una suspension celular. Las condiciones
de obtencién de dicha suspensién con el minimo
dafno en el ADN, deben establecerse en la puesta a
punto de las diversas aplicaciones. El ensayo del
cometa se ha realizado en cromosomas aislados”, y
resulta también valido para estudiar diferentes vias de
reparacion del ADN®. Gracias a esta gran versatilidad,
este ensayo traspasa el dmbito de la evaluacion de la
genotoxicidad de compuestos quimicos, y se emplea
también en biomonitorizacién humana,
ecotoxicologia e investigacién bésica.

8.-VERSIONES“HIGH-THROUGHPUT”

En los ultimos afos se han hecho numerosos
esfuerzos con el fin de mejorar el rendimiento del
ensayo. Generalmente, en cada portaobjetos se
colocan dos geles de aproximadamente 70 uL, que
contienen del orden de 10.000 células por gel, de las
que tan sélo se evaluan 50 o 100. El nimero de
portaobjetos que se puede manejar en un
experimento depende del tamafo de la fuente de
electroforesis, siendo éste el factor limitante. En la
nueva versiéon desarrollada por Shaposhnikov y cols.,
cada portaobjetos contiene 12 minigeles de 5 uL cada
uno conteniendo aproximadamente 250 células®
(Figura 6). Ademas, este método ofrece la posibilidad
deincubar cada uno de los geles de forma individual y
por lo tanto, resulta ideal para utilizar en un mismo
experimento diferentes enzimas, extractos celulares e
incluso productos quimicos. Esto es posible gracias a
una camara disefiada por este grupo de investigacién
y que actualmente es producida por Severn Biotech
(www.severnbiotech.com) (Figura 7). Otra opcion
para mejorar el rendimiento del ensayo consiste en la
utilizacién de peliculas de plastico (GelBond®:
www.gelifesciences.com), del tamario de una placade
96 pocillos, donde se pueden colocar 96 minigeles. En
este caso el investigador necesita de diferentes
adaptadores para la manipulacién de dichas
peliculas™.



http://www.severnbiotech.com
http://www.gelifesciencies.com
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Figura 6: Imagen de 12 minigeles de 5 pl en un portaobjetos
y detzalle de los minigeles. Adaptada de Azqueta y Collins,
2011

Los resultados obtenidos utilizando los tres
métodos anteriormente descritos (el convencional
con dos geles y los dos alternativos de mayor
capacidad), se han comparado en varios sistemas
experimentales y han resultado equiparables45. Sin
embargo, algunas otras modificaciones ensayadas
han resultado menos eficientes o de incomoda
adaptacion®®.

Figura 7: Prototipo de la cdmara utilizada para incubar
los geles de forma individual. Imagen adaptada de
Azquetay Collins, 2011

Uno de los problemas que surgen al utilizar estas
nuevas versiones es el enorme trabajo que supone la
evaluacion de los resultados. Como hemos dicho
anteriormente, existen programas de andlisis de
imagen automaticos pero la mayoria de ellos, se
encuentran en fases de desarrollo, sin haber
cosechado mucho éxito hasta el momento por
diversas razones: no son faciles de manejar, requieren
bastante tiempo para ponerlos a punto cada vez que
van a ser utilizados y el investigador debe estar
presente por los errores que se producen.
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9.-ACLARACIONES SOBRE EL ENSAYO DEL COMETA

Existen varios aspectos del ensayo del cometa que
siguen siendo confusos para muchos investigadores.
Se apuntan a continuaciéon algunos de ellos con
intencion de clarificarlos:

- La cola del cometa estd formada por lazos de ADN
que son capaces de migrar durante la electroforesis.
Muchos investigadores siguen creyendo quela cola de
un cometa estd formada por fragmentos de ADN que
migran durante la electroforesis. Shaposhnikov y cols.
demostraron que esto no es cierto sino que lo que
basicamente constituye la cola del cometa son lazos
de ADN que se han relajado por la presencia de
roturas™.

-Elensayo del cometa neutro no detecta tinicamente
roturas de hebra doble. La formacion de los cometas
depende de la relajacién de los lazos del nucleoide. A
un pH neutro la presencia de roturas simples también
produce larelajaciéon deloslazos.Enlaversion alcalina,
los lugares sin base nitrogenada, al menos algunos, se
convierten en roturas y por esta razon se detecta mas
dano.

- El ensayo del cometa no detecta células
apoptéticas. Los cometas en los que todo el ADN esta
practicamente en la cola y cuya cabeza es muy
pequena, llamados en inglés “hedgehog cometa’, son
considerados por muchos investigadores indicadores
de apoptosis. Varias investigaciones has demostrado
queestonoesciertoylasrazones son muy sencillas.En
el proceso de apoptosis, el ADN se fragmenta dando
lugar a hebras de soélo cientos de nucleétidos de
longitud; en las condiciones en las que se realiza el
ensayo del cometa estos fragmentos tras la
electroforesis se pierden en el gel de agarosa. Hay que
tener en cuenta que estos fragmentos son menores
que el ADN mitocondrial y ya se ha demostrado que el
ADN mitocondrial se difunde en el gel de agarosa
incluso antes de la electroforesis y que se pierde
completamente después de ésta’'. Por otra parte, la
cantidad de roturas que presentan este tipo de
cometas es compatible con la viabilidad de las células,
por lo que esimposible que se correspondan a células
en apoptosis. Se ha demostrado en repetidas
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ocasiones quelas células que tras el ensayo del cometa
dan lugar a este tipo de cometas son capaces de
reparar completamente ese dafioy proliferar™.

Tras estos argumentos conviene aclarar que
dichos cometas pueden representar una fase muy
temprana de apoptosis, pero necesitan confirmacion
con otras técnicas para considerarlas verdaderamente
apoptaticas.

10.-CONCLUSIONES

El ensayo del cometa estd ganando protagonismo
para la evaluacién de la genotoxicidad de productos
quimicos. Asi, se espera que en los siguientes meses se
publique la guia OECD para la realizacion del ensayo
del cometa in vivo. Mientras tanto, uno de los objetivos
de la “comunidad cometista” consiste en validar y
estandarizar los protocolos utilizados actualmente
para evitar o disminuir la variaciéon intra e inter-
laboratorio.

Los ultimos avances en cuanto al incremento en el
rendimiento del ensayo urgen al desarrollo de
programas informdticos de analisis de imagen
automaticos. En la actualidad, el investigador debe
pasar horas ante el microscopio para evaluar los
resultados del ensayo.

Por otra parte, como en muchos otros ensayos, es
fundamental comprender perfectamente las bases
del ensayo para poder interpretar correctamente los
resultados. Un aspecto clave en este sentido, es la
posibilidad de reparacion celular de las lesiones
observadas, razén por la que el disefio experimental
cobramuchaimportancia.

El ensayo del cometa sigue en desarrollo, siendo
los ultimos avances la posibilidad de detectar
metilacién global y su aplicacién en cromosomas
aislados.
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INTRODUCCION

La hepatotoxicidad es la principal causa de
retirada de farmacos en las fases preclinicas y clinicas
del desarrollo, incluso tras su comercializacion
(Kaplowitz, 2001; Lee, 2003). Se han implicado
multiples mecanismos en la hepatotoxicidad inducida
por farmacos, asi como en la forma en que se afectan
los orgéanulos intracelulares que define el perfil del
dafo hepatico.

Los ensayos de citotoxicidad estdndar in vitro
presentan una baja concordancia con la hepa-
totoxicidad humana, lo que hace que la prediccién de
la hepatotoxicidad sea dificil. Los ensayos
tradicionales de toxicidad muestran menos del 20% de
sensibilidad para la deteccion del potencial
hepatotéxico de los xenobiodticos en el hombre
(O'Brien et al., 2006; Xu et al., 2004). Estos métodos se
basan en la determinacién de un unico punto final,
aunque la hepatotoxicidad puede ser el resultado de
multiples mecanismos y por ello, con frecuencia no
son lo suficientemente sensibles para detectar el dafio
hepatico. En cambio, las estrategias multipara-
métricas consisten en la evaluacién de varios
parametros que cubren un rango amplio de funciones
celulares y permiten con mayor fiabilidad identificar
compuestos potencialmente hepatotdxicos. Se han
desarrollado varios ensayos multiparamétricos para
evaluar la toxicidad de xenobidticos basados en
técnicas de analisis de imagen de alto contenido (high
content screening, HCS) (O'Brien et al., 2006; Abraham
et al., 2008; Xu et al., 2004). Nuestro laboratorio ha
desarrollado uno de estos ensayos en el que se realiza
el andlisis a nivel de células individuales evaluando

diferentes parametros funcionales a la vez en las
mismas células mediante la utilizacién combinada de
sondas fluorescentes. Ello permite la deteccion de
efectos que pueden ser el resultado de distintos meca-
nismos de toxicidad, asi como determinar el
principal(es) mecanismo(s) mediante los que induce
su efecto toxico. Estas estrategias han demostrado una
mayor sensibilidad y predictividad que los ensayos
tradicionales de un solo punto final y pueden
desempenar un papel clave no sélo para el cribadoy la
deteccidén de la toxicidad de los xenobidticos, sino
también para la clasificacion de los compuestos en
base a los patrones de induccién del dano celular
(O'Brienetal., 2006; Abraham et al., 2008).

1. Condiciones cultivo l={ Placas 96 pocillos

: — 2 t un accion bien
2. Selecciones de compuestos téxicos Compuestos que actian a través de un mecanismo o con
mecanismo principal

3. Rango de =4

[= que p la deteccion de efectos preletales: 1,
10,100 y 1000 uM

4. Periodo de = c: de toxicidad temprana y a largo plazo: 3, 24h

de accion:
* Hoechst 33342 (contaje celular, cambios nucleares)
* TMRM (potencial de membrana mitocondrial)
* BODIPY 665/676 (peroxidacion lipidica, estrés oxidativo)
* Fluo-4 AM (concentracion de calcio intracelular)

Seleccion de parametros indicadores de:
* Muerte celular apoptdtica (condensacién nuclear)

+ Muerte celular (marcaje con propidio)
Adquisicién de imagenes y andlisis |===>1 | co o en potencial de membrana mitocondrial (intensidad TMRM)

estrés oxdativo (intensidad BODIPY665, niveles de calcio intracelular
(intensidad Fluo-4

D dela minima efectiva (MEC) que produce
T:Andllsis resultados == un cambio significativo para cada periodo de tratamiento y el riesgo de
toxicidad (TR), definido como el ratio MEC /C,..

N de diferentes grados de dafio comparando todos los
compuestos a la misma concentracion (100 pM )

T

8. Determinacién grado de dafio

Figura 1: Esquema del ensayo multiparamétrico de
toxicidad. Se detallan los pasos seguidos en el desarrollo de
un ensayo multiparamétrico para detectar el potencial
hepatotdxicoy los mecanismos implicados.
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MATERIALESY METODOS
Cultivodelalineacelular HepG2

Las células HepG2 se cultivaron en medio F-
12/Leibovitz (1:1 v/v) (suplementado con 7% de suero
bovino fetal, 50 U penicilina/ml y 50 pg
estreptomicina/ml). Para subcultivarlas, las células se
levantaron con tripsina/EDTA a 37°C.

Incubacion conlos compuestos problema

Las células HepG2 se sembraron a unadensidad de
5000 células/ml en placas de 96 pocillos y se dejaron
crecer y equilibrar durante 24 h. Las células se
expusieron durante 3 0 24 h a cuatro concentraciones
de los compuestos (1, 10, 100 y 1000 uM). Cuando la
concentracién de 1000 uM no se pudo alcanzar debido
allimite de solubilidad en el medio de cultivo, se usé la
maxima concentracion posible. Cada condiciéon
experimental se ensayé en pocillos triplicados. Las
soluciones stock se prepararon en DMSO vy se
diluyeron convenientemente en el medio de cultivo
para obtener las concentraciones finales deseadas. La
concentracion final de DMSO en el medio de cultivo
nunca excedié el 0.5% (v/v) y los cultivos control se
trataron con lamisma cantidad de solvente.

Ensayo de analisis deimagen de alto contenido

La hepatotoxicidad de los compuestos testados se
determiné mediante incubacién con sondas
fluorescentes y el posterior andlisis de imagen de alto
contenido que incluyé los siguientes puntos finales:
viabilidad celular (yoduro de propidio, PI), cambios
morfoldgicos nucleares (Hoechst 33342),
peroxidacion lipidica (BODIPY 665/676), alteraciones
en el potencial de membrana mitocondrial (TMRM) y
enlaconcentracionintracelular de calcio (Fluo-4 AM).

Después del tratamiento, las células se marcaron
simultdneamente con 1.5 pg/ml Hoechst 33342, 1.5
pg/ml Pl, 75 ng/ml TMRM, 0.27 pg/ml Fluo-4 AM y 1.5
pg/ml BODIPY665/676. Después de 30 min de incuba-
cién a 37°C, se adquirieron imagenes usando el
sistema Scan/R (Olympus). Se adquirieron 9 campos
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por pocillo con el objetivo 10X para cada uno de los
canales de fluorescencia utilizados. Las sondas se
excitaron y su fluorescencia se monitorizé a las
longitudes de onda de excitacion y emisién
adecuadas utilizando los filtros apropiados para cada
caso. Enla puesta a punto del proceso se ajustaron los
tiempos de exposicién para evitar solapamientos
entre las distintas sondas. Se seleccionaron sondas
Opticamente compatibles. Lasimagenes se analizaron
utilizando el médulo de andlisis del Scan/R, que
permite la cuantificacion simultdnea de diferentes
subestructuras que se marcan con las diferentes
sondas fluorescentes y medir la intensidad de
fluorescencia asociada con los compartimentos
nuclear o citoplasmatico.

RESULTADOS
Ensayo multiparamétrico de hepatotoxicidad

El ensayo completo realizado para el cribado de la
hepatotoxicidad inducida por compuestos y los
mecanismos implicados se resumen en la Figura 1.
Inicialmente, se seleccionaron sondas opticamente
compatibles que permitieran detectar diferentes
cambios/mecanismos implicados en la toxicidad
(Figura 2). Hasta 50 parametros distintos pueden
medirse en las mismas células usando el ensayo
multiparamétrico descrito mediante el uso de 5
sondas fluorescentes diferentes. Después de un
andlisis inicial, se eligieron aquellos que permitian
cubrir un amplio espectro de mecanismos implicados
en la toxicidad. Los parametros finalmente
seleccionados fueron: viabilidad celular (obtenido a
partir del nimero de células vivas en cada condicion),
cambios morfoldgicos nucleares (obtenido a partir de
los datos sobre la textura y compactacién del nucleo),
potencial de membrana mitocondrial (intensidad de
fluorescencia TMRM), la concentracion intracelular de
calcio (calculada a partir de la fluorescencia de Fluo-4
AM) y el estrés oxidativo (estimado como la
peroxidacién lipidica obtenida a partir de Ia
cuantificacion de la fluorescencia de BODIPY665/676).
A continuacién se testaron 78 compuestos a 4
concentraciones fijas y durante 2 periodos de
incubacion (1y24h).




Hoechst 33342 Fluo-4 AM

BODIPY 665/676

Yoduro de propidio

Figura 2: Sondas fluorescentes para el estudio de la
hepatotoxicidad inducida por farmacos. Se eligieron 5 sondas
fluorescentes diferentes opticamente compatibles y que
permiten marcar los nucleos y detectar cambios nucleares
debido a la induccion de la apoptosis (Hoechst 33342),
determinar la viabilidad celular (yoduro de propidio),
cuantificar cambios en la concentracion de calcio intracelular
(Fluo-4 AM), asi como detectar cambios en el potencial de
membrana mitocondrial (TMRM) o en la peroxidacién lipidica
como resultado de un incremento del estrés oxidativo
(BODIPY665/676)

Clasificacion de los compuestos segiin su meca-
nismodeaccion

En la Figura 3 se muestran imagenes represen-
tativas de células sin tratar (control) y aquellas tratadas
con diferentes concentraciones de rotenona, un
compuesto descrito como potente toxico mito-
condrial (Donato et al., 2012). En la imagen se muestra
una pérdida significativa de la fluorescencia para
TMRM incluso a la concentracién mas baja utilizada (1
puM), lo que indicaria la despolarizacion de la
membrana mitocondrial. Ademds se observa un efecto
significativo del compuesto en la viabilidad celular.

El ensayo multiparamétrico desarrollado también
permite detectar la peroxidacién lipidica como
medida del estrés oxidativo. En la Figura 4 se muestran
células control y tratadas con diferentes concen-

Control Rotenona 1 yM

Rotenona 10 uM Rotenona 100 pM

Figura 3: Efecto de larotenona en el potencial de membrana
mitocondrial tras 24 h de exposicion. Lalinea celular HepG2 se
expuso a diferentes concentraciones de rotenona (1-100 uM)
y se estudiaron los mecanismos implicados en su toxicidad.
En las imagenes representativas se observa una considerable
disminucion del potencial de membrana mitocondrial
(pérdida de fluorescencia roja,TMRM) y una significativa
disminucién de la viabilidad celular (flecha blanca). Los
nucleos se muestran en azul (Hoechst 33342)

traciones (1-100 pM) de tert-butil hidroperdxido. Se
muestra la induccién de estrés oxidativo (pérdida de
fluorescencia BODIPY 665/676).

Control \ t-BHP 1uM

t-BHP 100pM

Figura 4: Efectos del tert-butil hidroperéxido en el estrés
oxidativo y la concentracion de calcio intracelular. La linea
celular HepG2 se expuso a diferentes concentraciones de tert-
butil hidroperéxido (t-BHP, 1-100 uM) y se estudiaron los
mecanismos implicados en su toxicidad. En las imagenes
representativas se observa el efecto del t-BHP en la
peroxidacion lipidica (pérdida de fluorescencia roja, BODIPY
665/676) y incremento significativo de la concentracion
intracelular de calcio (verde, Fluo-4 AM). Los nucleos se
muestran en azul (Hoechst 33342)
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La homeostasis del calcio se altera en respuesta a
diferentes dafnos celulares. Aunque no es especifico de
un mecanismo particular, el incremento del calcio
intracelular es un indicador de los efectos deletéreos
en las células. Por esta razén, se incluy6 en el ensayo
multiparamétrico de toxicidad y se detectaron
cambios significativos tras el tratamiento con varios
compuestos, como por ejemplo tamoxifen, lovastatin
otert-butil hidroperdxido (Figura 4).

Por otra parte, en cuanto a los cambios a nivel
nuclear, el etopdsido y el captopril, conocidos por
producir la muerte celular por apoptosis, inducen
cambios morfoldgicos nucleares significativos

Determinacion del grado de daiio celular

Con el objetivo de comparar isomolarmente el
grado de dafio celular inducido por los compuestos
testados, se compararon los diferentes efectos de los
compuestos a la misma concentracién (100 uM). Se
crearon puntuaciones estadisticamente diferentes en
base al nivel de alteraciéon para cada uno de los
pardmetros analizados. Posteriormente, se calculd la
suma de todos los valores para cada pardmetro y
periodo de incubacion (Tabla 1). Por ejemplo, el
tamoxifeno puede ser definido como un compuesto
que produce un dafio severo, la aflatoxina B1 podria
definirse como inductora de un dafio moderado y el
cloranfenicol produce poco dafio.

DISCUSION

La industria farmacéutica estd enormemente
interesada en establecer sistemas de cribado vy
modelos mecanisticos para detectar la hepa-
totoxicidad de manera temprana en el proceso de
desarrollo de nuevos farmacos (Suter, 2006). Mediante
la combinaciéon de un modelo bien definido (linea
celular humana derivada de higado HepG2) y la
tecnologia de andlisis de imagen de alto contenido,
hemos desarrollado una aproximacion in vitro que es
capaz de identificar muchos compuestos hepa-
totoxicos y describir los mecanismos implicados en su
toxicidad. Una de las principales ventajas del sistema
es su rapidez (una sola incubacion con una
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combinacion apropiada de sondas fluorescentes) y el
uso de células adheridas que permite detectar
cambios morfolégicos.

Se fijaron 4 concentraciones para cubrir un amplio
rango que permitiera detectar cambios significativos
inducidos por los compuestos. De hecho, usando la
concentracién 100 uM, el 79% de los compuestos
testados fueron identificados como hepatotdxicos.
Aunque sabemos que los valores de IC50 para estos
compuestos varian significativamente, el objetivo era
crear un sistema estandarizado para el cribado
preclinico de nuevos farmacos de los que no hay
informacidn farmacolégica; por tanto, un rango fijo de
concentraciones podria permitirnos comparar un
compuesto desconocido con aquellos compuestos de
los que tenemos informacién mecanistica y sobre el
grado de dafio (O'Brien et al., 2006, Abraham et al.,
2008).

Tabla 1: Grado de dafo después de analizar los compuestos a
la concentracion 100 uM para cada parametro, compuesto y
periodo deincubacién.

Nivel Dafio Compuesto

No téxico Acetaminofeno, amikacina, acido ascérbico, bupropion, cafeina,

citrato, ci i icicli ina,

malatién, metotrexato, fenobarbital, fenitoina, estavudina,
tioacetamida, warfarina.

Toxicidad baja 2,4-dinitrofenol, 2-nitrofluoreno, &cido acetilsalicilico, amitriptilina,

atropina, azatioprina, captopril, carbamacepina, cloramfenicol,

didanosido, fenofibrato, fialuridina,  glicochenodeoxicolato,

isoniazida, cloruro de mercurio I, NNK, orfenadrina,

pentachlorofenol,  rifampicina,

valproato, taurolitocolato,

trogli ilo, zidovudina.

Toxicidad 17

B1, clozapina, 8colchicina, cumene

hi oxido, i i i A,  digoxina,
erithromicina, etopésido, flutamida, lovastatina, menadiona,

paraquat, piperonil butéxido, simvastatina, tilorona.

Toxicidad alta Amiodarona, cloroquina, clor fluoxetina,

maprotilina, rotenona, tamoxifeno, t-butil hidroperéxido.

El sistema descrito permite la deteccion de
fendmenos tempranos en el proceso hepatotoxico asi
como identificar los mecanismos implicados. El test
identifica de manera satisfactoria cambios en el
potencial de membrana mitocondrial, en la
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concentracion de calcio intracelular y el estrés
oxidativo, asicomo lainduccién de apoptosis.

En resumen, hemos desarrollado un sistema que
permite un cribado de compuestos sencillo que indica
tanto los mecanismos implicados en la toxicidad como
su nivel de dafio. La tecnologia de andlisis de imagen
descrita permite identificar los mecanismos
implicados en la toxicidad y podria ser usada como
herramienta de priorizacién en el desarrollo de
farmacos, ya que presenta una alta especificidad y
podria ser adaptada a otros tipos celulares y/u otras
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INTRODUCCION

La neuroanatomia ha resultado ser unos de los
pilares basicos para entender como funcionan y se
relacionan las diferentes partes del cerebro. Esta rama
de la ciencia no sélo estudia la estructura de las
distintas areas o nucleos cerebrales, sino también las
conexiones que se establecen entre ellos.
Actualmente, la mayor parte de los estudios de
conectividad entre dreas del cerebro se basan en
técnicas de trazado axonal. Se definen como
trazadores neuronales las moléculas que tras su
inyeccion intracerebral son captadas por las neuronas
y transportadas retrégrada o anterdégradamente a
través de las prolongaciones nerviosas. Estos estudios
hacen uso de modelos animales; por lo tanto, el
principal paso de esta técnica es establecer un
objetivo de estudio: ;Qué region del cerebro quiero
estudiar? ;Qué especie se va a utilizar? ;Qué
trazadores se van a escoger? ;Cual es el abordaje
quirdrgico?

Especie

La técnica de trazado exige el empleo de animales
como modelos de experimentacion. Para el estudio de
las diferentes é&reas del cerebro, es necesario
seleccionar el modelo animal adecuado, que depende
de la especie y la cepa. Por ejemplo, si quisiéramos
estudiar la conectividad de la parte rostral del I6bulo
temporal, los primates humanosy no humanos son los
Unicos que presentan un lébulo temporal anato-
micamente diferenciado. Aunque otras especies,
como los roedores, poseen una corteza temporal, el
desarrollo del l6bulo temporal en los primates alcanza
un nivel muy superior al de cualquier otro taxén
(Figura 1). Por lo tanto, el modelo idéneo serian los
primates no humanos.
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En otras ocasiones, la eleccién de la especie viene
marcada por el uso de determinados neurotrazadores,
tales como los virus neurotrépicos, cuya efectividad va
adepender del modelo animal escogido. Por ejemplo,
el virus de la pseudorabia afecta a roedores, perono es
efectivo en primates. Por lo tanto, la parte
fundamental del éxito del disefio experimental
depende del modelo animal (especie, cepa e incluso
delacalidad devidadel animal).

A

parietal

VN

Temporal

Figura 1: Esquema de vista lateral de un cerebro de Macaca
reshus (A) y rata albina (B). La linea discontinua de color verde
marca el limite del I6bulo temporal en el Macaca reshus. BO:
Bulbo olfatorio

Trazadores

Los neurotrazadores se pueden clasificar en
unidireccionales y bidireccionales. Los unidi-
reccionales pueden ser: retrogrados (captados por el
axon y transportados hacia el somay las dendritas) y
anterégrados (captados por el soma y dendritas y
transportados hacia el axén). Los trazadores
bidireccionales actian como retrégrados y/o
anterégrados, dependiendo de su peso molecular
(Figura2).
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Figura 2: Representacién esquematica del transporte
retrébgrado o anterégrado a través de la prolongaciones
nerviosas. A) moléculas de trazador retrégrado (azul) captado
por el axén y transportado hacia el soma. B) moléculas de
trazador anterégrado (amarillo) captados por el soma y
dendritasy transportados hacia elaxon

Existen gran variedad de neurotrazadores. Estas
sustancias organicas pueden estar asociadas a un
fluorocromo (fluorescentes), aminoacidos tritiados
(radiactivos), aminodextranos biotinilados (asociado a
una molécula de biotina), Phaseolus vulgaris-
leucoaglutinina (lecitina biotinizada) y trazador
retrégrado con gel de peroxidasa.

Todos estos trazadores permiten visualizar tanto
las aferencias (es decir, qué areas del cerebro
proyectan al lugar de inyecciéon) como las eferencias
(las salidas o proyecciones del lugar de inyeccién). Por
lotanto, permiten ver proyecciones directas, neuronas
de primer orden dentro del sistema nervioso central;
no saltan sinapsis. Actualmente, se estan utilizando
virus neurotrépicos (virus que afectan al sistema
nervioso) como trazadores, como el virus de la rabia,
herpes simples y pseudorabia. Estos trazadores saltan
sinapsis y permiten visualizar circuitos. La desventaja
de éstos es que para su visualizacién se requiere el
sacrificio del animal. Ademads, en el caso de los virus
neurotrépicos, se necesitan instalaciones con alto
nivel de bioseguridad. En este momento, se estd
ahondando en la utilizacién de trazadores in vivo tales
como el manganeso (trazador anterégrado) que se
visualiza en resonancia magnética, y que aunque la
resolucion espacial es baja, no conlleva el sacrificio del
animal (Pautlery cols., 2003).

El criterio para usar un trazador u otro dependera,
por un lado, del objetivo de estudio (visualizar
conexiones aferentes o eferentes, usando trazadores
retrogrados o anterdgrados respectivamente), y por
otro, de la velocidad de metabolizacién del trazador y
el transporte del trazador (si recorren largas distancias
o cortas) que determinaran los periodos de super-

vivencias de los animales. Otro punto a consideraresla
retencion dentro de la célula o si difunden, ya que si se
mantiene mas tiempo dentro de las neuronas
minimiza el riesgo de falsos positivos. Respecto a los
trazadores fluorescentes, otro factor importante es la
luz de excitacién y emision y la coloracién para poder
combinar unos trazadores u otros dentro de nuestro
estudio.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que aunque
los aminodextranos marcados con biotina y los
aminodcidos tritiados se describieron como
sustancias capaces de transportarse funda-
mentalmente desde el axé6n hasta el soma, en
ocasiones adoptan la direccién contraria. Los
aminodextranos anterégrados pueden comportarse
retrégradamente bajo algunas circunstancias, apare-
ciendo somas marcados. Esto puede dificultar la
interpretacién del origen de las fibras y el marcaje
terminal, ya que éste puede originarse o bien en el
lugar de inyeccion, o en las neuronas marcadas
retrégradamente. Aunque esto es frecuente en
cerebros de mamiferos y aves, en primates apenas se
marcan neuronas retrégradamente cuando se utilizan
aminodextranos de 10 KDa de peso molecular. Estos
trazadores funcionan principalmente de manera
anterégrada, son muy sensibles y marcan
perfectamente la fibras terminales (Veenman y cols.,
1992; Reiner y cols., 2000; Smith y cols., 1998).
Respecto a los aminoacidos tritiados (Cowan y cols.,
1972), éstos son menos sensibles que los anteriores ya
que, debido a su pequeio peso molecular, son mas
difusibles y, por otro lado, las inyecciones que
producen son normalmente mas grandes, lo que
puede conllevarfalsos positivos.

La efectividad de los virus neurotrépicos depende
de la especie, de la edad, de la dosis, de la forma de
inoculaciéon, virulencia y de la velocidad de
propagacion; esta ultima depende del ciclo viral
(replicacién). Si el drea de estudio estd préxima al
sistema ventricular, difunde y se corre el riesgo de
falsos positivos. Ademds, se puede producir
degeneracion celular de las neuronas de primer orden,
respuesta inflamatoria y cambios metabdlicos. Por
otro lado, se necesitan niveles de bioseguridad L2
(Kellyy Strick, 2000; Cheny cols., 1999).
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Por lo tanto, a la hora de escoger un trazador hay
que hacer un estudio bibliografico previo.

Aplicaciéon de untrazador

Los trazadores se pueden inyectar por presion. El
trazador se aplica a la regidn cerebral de interés
mediante una jeringuilla (Hamilton) o por inyeccion
iontoforética. La inyeccion iontoforética requiere la
disolucion de los trazadores en solventes orgénicos y
mediante pulsos eléctricos, son liberados enlazonade
cerebrodeinterés.

Tanto por inyeccién con jeringuilla como por
iontoforesis, el trazador se libera al tejido y éste se
difunde enlamembrana plasmaticaoseacumulaenel
citosol dependiendo de su carga eléctrica.

TECNICAS DE TRAZADO POR IONTOFORESIS EN
RATA ALBINA

Esta técnica nos permite conocer las conexiones
neuronales a larga distancia, usando neurotrazadores
que se inyectan intracerebralmente y se liberan
mediantes corrientes eléctricas (iontoforesis).

Coordenadas quirdrgicas

La estereotaxia sirve para localizar de forma muy
precisa cualquier estructura o nucleo del cerebro. El
aparato estereotaxico permite inmovilizar la cabeza
del animal y situar un punto particular en el espacio a
partirdetres ejes.

Para calcularlas coordenadas estereotdxicas se usa
como referencia el atlas del cerebro de la rata de
Paxinos y Watson (1998); este atlas es una seriacion de
cortes coronales que muestran la posicién espacial de
cada nucleo o estructura del cerebro. El cdlculo de las
coordenadas se realiza localizando el lugar de
inyeccion en los tres ejes del espacio (rostro-caudal,
latero-medialy dorso-ventral).

Para determinar el lugar de inyeccién en el eje
rostro-caudal (eje Z) se localiza la lamina del atlasen la
que se encuentra el nucleo de interés (visién coronal,
ver Figura 3).En estaldmina se observan dos puntos de
referencia: Bregma (nombre que se da al punto de
union de la sutura sagital con la sutura fronto-parietal
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del créneo en el plano coronal) o la linea interaural
(marcada por las barras auriculares del esterotaxico
cuando se introduce en los meatos auditivos). Se
utiliza la referencia de Bregma para estructuras o
nucleos del cerebro en una posicion anatémica rostral
y la interaural para estructuras o nucleos caudales
(Paxinos y cols., 1985). Ademas, los valores de estas
referencias pueden ser positivos o negativos, e indican
si el lugar de inyeccién estd por delante o por detras
del punto de referencia (Bregma o interaural).

La coordenada latero-medial (eje de abscisa)
muestra la distancia que hay desde la linea media
(seno sagital superior) hasta el lugar de interés; en
cambio, la coordenada dorso-ventral (eje de
ordenada) muestra la profundidad, la distancia desde
la superficie cortical hasta el lugar de inyeccion (ver
Figura3).

Interaural

Figura 3: A) Dibujo esquematico de un crédneo de rata. El
asterisco de color negro representa Bregma (punto de
referencia para las estructuras rostrales del cerebro); el
asterisco *” corresponde a Lambda (unién de las suturas
sagital ylambdoidea)y lalinea interaural (punto de referencia
para estructuras caudales del cerebro). El asterisco rojo
representa el lugar de inyeccién (corteza piriforme), el lugar
de interés se localiza 0.12 mm por delante de Bregma. B)
Representacion de un corte coronal del cerebro rata del atlas
esterotaxico. El asterisco de color rojo representa el lugar de
inyeccion (corteza piriforme). La linea discontinua de color
verde representa la distancia entre la superficie cortical y el
punto de interés (coordenadas dorso-ventral, 7.5 mm). La
linea discontinua de color amarillo representa la distancia
desde la linea media hasta el lugar de interés (coordenada
latero-medial, 5.5 mm) y finalmente, la coordenada rostro-
caudal (colorazul) corresponde a0.12 mm de Bregma
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Preparaciondel animal

Se procede a la anestesia del animal con una
combinacién de Ketamina (75mg/Kg) y Xilacina
(10mg/Kg) por via intraperitoneal y en la misma
jeringuilla. Después, se acomoda al animal en una
camara calefactora para evitar las pérdidas de calory la
hipotermia. Una vez alcanzado el nivel de anestesia
adecuado (pérdida del reflejos: retraccion de la pata
trasera en respuesta al pinzamiento de la almohadilla
plantar, reflejo corneal o de pinzamiento de la cola), se
procede al rasurado del animal en la regién craneal,
mediante maquinilla de afeitar. Se le aplica un
humectante ocular (carbémero) para no perder la
lubricaciéon ocular durante la cirugia. A continuacion,
se coloca en decubito prono, en el aparato
estereotaxico Koff con las extre-midades extendidas.
Se fija la cabeza del animal por dos puntos: conductos
auditivosy paladar (Fiaura4).

Figura 4: Esquema de la cirugia estereotaxica. Animal
colocado en decubito prono, en el aparato estereotéaxico Koff
con las extremidades extendidas. La cabeza del sujeto fijada
por dos puntos: conductos auditivos y paladar. Incisién
longitudinal dela piel de la cabeza, dejando visible las suturas
del crdneo de larata. Se puede observar el micromanipulador
con lamicropipeta.

Abordaje quirargico

Toda la intervencién quirdrgica tiene lugar en un
quiréfano experimental bajo medidas asépticas. Se
empieza con la limpieza de la zona a operar con
povidona yodada. A continuacion, la intervencién se
inicia con unaincision longitudinal amplia de la piel en
la linea media. Esta piel es reclinada, sujetada con
pinzas Halstead-mosquitos y cubierta con una gasa
humeda. Se retira el periostio con un desperiostizador,
dejando visibles las suturas del créaneo de la rata
(Figura 4). Con el micromanipulador del aparato

esterotaxico nos desplazamos a la zona de interés,
utilizando las coordenadas rostro-caudal, latero-
medial y dorso-ventral calculadas previamente. Esto
permite marcar sobre el créneo el lugar de interés y
realizar una craniectomia no superiora 0.5 cm con una
fresa dental. Una vez expuesta la capa menigea de la
duramadre, ésta se incidira hasta exponer la superficie
cortical.Se ajustan de nuevo las coordenadas del lugar
delinyecciény se introduce una micropipeta de vidrio
cargada de trazador con un didmetro aproximado de
30-70 um y acoplada a un sistema de iontoforesis
(corriente positivay alterna 7 pulsos on /7 off , durante
7 a 10 minutos). Una vez finalizada la inyeccién, se
eleva la punta unas 200 umy se guarda un periodo de
reposo de 5 minutos para evitar el reflujo del trazador;
pasado este tiempo se procede a retirar la
micropipeta. Finalmente, se cierra por planos con
puntos de seda y se le administra analgesia
(buprenorfina).

Una vez realizada la intervencién quirdrgica, los
animales se colocan en una cdmara calefactora hasta
que recuperen los reflejos de retraccion de la pata
trasera en respuesta al pinzamiento de la almohadilla
plantarocomiencenaincorporarse para ser devueltos
asusjaulas, bajo supervision veterinaria.
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A lo largo de la historia, se ha utilizado la
experimentacién con animales para lograr avances
médicos y cientificos. Uno de los objetivos principales
es conocer los efectos que diferentes sustancias o
procedimientos pueden tener en el ser humano, y en
parte es por esto que la experimentacién con animales
genera mucha controversia. Hay quienes opinan que
dicho objetivo no se debe conseguir a través del
sufrimiento de otro ser; sin embargo, otros opinan que
es justificable, si se demuestra el beneficio que puede
suponer parael serhumano uotros animales.

Gran parte de los avances de la medicina de este
siglohansido posibles gracias a la investigacion tanto
basica como aplicada. La experimentacion animal ha
contribuido crucialmente al desarrollo y al avance en
Ciencia, como asi lo atestiguan mas de la mitad de los
Premios Nobel de Fisiologia o Medicina, pues en todos
ellos lainvestigacion con modelos animales ha jugado
un papel preponderante. Durante mdas de un siglo,
practicamente cada logro médico ha dependido
directa o indirectamente de la investigacion con
animales.

La observacién de los animales ha sido
imprescindible para el conocimiento de la
organizacion de los seres vivos, asi como de las
propiedades de las sustancias de posible aplicacion en
ellos, sus mecanismos y lugares de accién. Los

animales de laboratorio tienen érganos y sistemas
similares a los humanos y en muchos casos, son
susceptibles a las mismas enfermedades, lo que
permite aplicar los datos obtenidos de lainvestigacion
ahumanosyaotrosanimales.

Por otro lado, y por razones éticas, antes de
administrar un nuevo farmaco a un voluntario
humano, se debe tener la seguridad de que no causara
ningun dafno y asegurar que el nuevo farmaco va a ser
terapia eficaz para tratar la enfermedad en cuestion.
Estas pruebas de seguridad y eficacia son la base del
desarrollo de nuevos farmacos. La manera de poder
asegurar que un nuevo medicamento es seguro y
eficaz es entender como se comporta en un sistema
vivo, y esto sélo puede obtenerse a partir de estudios
en animales. De todos modos, estos estudios
representan solo entre el 5 al 10% del proceso de
investigacion'.

El proceso de desarrollo de un medicamento no se
inicia con la investigacién animal. Sélo se lleva a cabo
cuando se considera necesario para responder a una
pregunta cientifica especifica, cuya respuesta no se
puede encontraratravés de otras vias.

Existen varios modelos animales: perros, gatos,
conejos, ovejas, cerdos, peces, ranas, aves, primates no
humanos, u otros tipos de animales, dependiendo del
tipo de investigacién; en conjunto representan menos
del 10% de los animales utilizados”.
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Los modelos més utilizados son los de roedores
que suman mas del 90%, debido a que tienen un
tamano pequeno, son faciles de manejar, y tienen gran
cantidad de crias en un corto periodo de tiempo. De
entre los roedores, el ratdn, tiene como valor afiadido,
lagran similitud de sugenoma con el humano. El ratén
tiene caracteristicas anatomicas y fisiologicas
similares al humano, compartiendo el 95% de los
genes’. Esto ha permitido identificar multitud de
genes relacionados con el céncer, la obesidad, la
diabetes y muchas otras patologias en ambas
especies; pero la clave ha sido la secuenciacién
completa de ambos genomas, que ha permitido
empezar a estudiar enfermedades genéticas humanas
mediante modelos murinos.

Unmodelorevolucionario

En la historia de la investigacién se han usado
diversos modelos animales, pero a principios del siglo
XX, supuso un gran hito la generacién de ratones
consanguineos por el Dr. Charles Little. La primera
cepa de ratones idénticos genéticamente, la DBA®,
permitié por primera vez en la historia realizar
experimentos sin que las diferencias genéticas entre
individuos pudieran invalidar los resultados; esto
supuso un gran avance para las investigaciones
inmunolégicas, los trasplantes de érganos, la
susceptibilidad al cancer y, por supuesto, para los
estudios genéticos.

Modelo para enfermedadesy terapias

Existen diversas maneras de generar ratones
genéticamente modificados, asi, existen ratones
transgénicos que son aquellos en los que se introduce
un gen que no pertenece a su genoma (transgén), asi
como los conocidos ratones”“knockin”y“knock out”.En
cualquier caso, lo esperado es que a través de la
modificacion deseada en el genoma, se puedan
recapitular ciertas caracteristicas fenotipicas que
permitan validar un modelo murino.

Los genes incorporados en los ratones
transgénicos pueden ser para determinar la
homologia de los genes entre dos especies u otorgar
una nueva propiedad como puede ser la

bioluminiscencia que permite estudiar la fisiologia del
animal "in vivo". Los ratones transgénicos, ademas de
usarse para reproducir (“modelar”) enfermedades,
también se utilizan para estudiar la aplicacion de
posibles terapias como la regeneracién de tejidos y
creacién de terapias contra las células cancerigenas’
por ejemplo, entre otras muchas. Por otra parte, los
ratones knock-out se utilizan para conocer la funcion
de un gen de interés y permiten producir modelos
animales de una enfermedad producida por la falta de
ungen.

Otro gran descubrimiento fue la puesta en escena
de los ratones nude y atimicos, con una mutacion
espontadnea que los presentd con ausencia de peloy
ademas, con la particularidad de ser inmuno-
deficientes, hecho que los hizo sumamente Utiles para
el estudio de patologias de alteraciones del sistema
inmune. El hecho de que este tipo de raton acepte el
trasplante de tumores humanos ha sido uno de los
descubrimientos mas importantes, y ha supuesto un
punto de inflexiéon sumamente importante para la
investigacion del cancer.

Avances desarrollados gracias a la experimen-
tacion animal

Desde el desarrollo de la vacuna contra la polio
hasta la ingenieria genética, la utilizacién de animales
de laboratorio ha sido esencial. Von Behring utilizando
cobayos obtuvo anticuerpos contra la difteria; Ross
utilizé pichones para comprender el ciclo vital de la
malaria; Pavlov, utilizando perros proporcioné las
bases para los estudios de las respuestas condicio-
nadas. Los estudios sobre el bacilo de la tuberculosis
realizados por Koch fueron hechos en carneros y vacas,
y en los estudios sobre la anatomia neuronal
realizados por Cajal y Golgi, se utilizaron perros y
caballos.

Las suturas de los vasos sanguineos y los injertos
fueron estudiados por Carrel en perro. Richet estudid
los mecanismos de la anafilaxia utilizando conejos y
perros, para esclarecer los mecanismos de la
inmunidad. Los estudios que dieron como resultados
eldescubrimiento de lainsulinay el metabolismodela
diabetes realizados por Banting y Macleod, utilizaron
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perros, conejos y peces. Los mecanismos del
electrocardiografo fueron estudiados por Einthoven,
en perro; este método aplicado a animales que
padecian patologias cardiacas fue una importante
ayuda para el conocimiento, diagnésticoy tratamiento
delasmismas.

Los efectos curativos de la penicilina en
enfermedades infecciosas fue descubierto por
Fleming, Chain y Florey utilizando ratones. El
conocimiento de la organizacién funcional del cerebro
y su papel coordinador de los érganos internos fue
producto de estudios realizados en gato por los
investigadores Hess y Moniz. Para la obtencion de la
vacuna contra la fiebre amarilla desarrollada por
Theiler se utilizaron monosy ratones.

La adquisicion de la tolerancia inmune fue estudiada
por Burnety Medawar en conejos. Los estudios sobre la
interpretacion del cédigo genético y su papel en la
sintesis de proteinas fueron realizados en ratas por
Holley, Khonaray Nirenberg.

El desarrollo de la tomografia computarizada se
realiz6 por las investigaciones de Cormack y Hounsfie
realizadas en cerdos. Medawar injerté células extraias
en embriones de ratony comprobd, en el ratén adulto,
que el animal aceptaba trasplantes de piel del mismo
individuo. Este descubrimiento revolucioné la
inmunologiay abrié el camino hacia los trasplantes de
6rganosen los seres humanos

Alternativas

Aunque coloquialmente suelan identificarse los
métodos alternativos con las técnicas in vitro, no son
sindbnimos. No siempre se tiene la opcién del
reemplazo. Actualmente, ningun modelo celular o
computacional puede simular enteramente, por
ejemplo, el mecanismo de funcionamiento del cerebro
o las interacciones con el corazén, el higado y los
rinones.

Quizés, uno delos masimportanteslogros, y desde
luego un punto de inflexién en la historia de las 3Rs y
los ensayos con animales, fue la supresion de la prueba
de estimacion de la Dosis Letal 50 (DL50) de todas las
normativas gubernamentales internacionales de
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ensayos sobre productos quimicos por la OECD
(Organisation for Economic Cooperation and
Development)’.

En la actualidad, se esta incentivando el desarrollo
y validacién de modelos moleculares y celulares
alternativos al uso de animales, fundamentalmente en
farmacologia y toxicologia. Se ha avanzado mucho en
sistemas computacionales, en cultivos celulares y
otras técnicas, como las de imagen noinvasivas que se
utilizan para la evaluacién de la seguridad in vivo de
nuevos compuestos. Estas técnicas han ayudado a
reducir el nimero de animales hasta en un 80%’; por
otro lado, pueden mejorar la calidad de los datos y
proporcionan informacién sobre la estructura y
funciéon de los o6rganos, y el progreso de la
enfermedad.

Durante las ultimas décadas se ha avanzado
mucho en materia de bienestar animal en la
investigacion. Se han establecido normativas y
protocolos que garantizan una regulacién de la
experimentacion animal y se puede resumir con la
filosofia: reemplazar, reducir y refinar. Sin embargo, no
se espera que se pueda evitar la experimentacion en
su totalidad porque algunas investigaciones, por su
naturaleza, no son viables en sistemas alternativos..
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Brote de mortalidad
elevada en conejos
californianos

David Gutiérrez Henriquez, M2 Teresa Tejedor Junco
Microbiologia, Facultad de Veterinaria, Universidad
de Las Palmas de Gran Canaria

En el animalario de un centro de Investigacion, se
encontraron varios conejos californianos (aproxima-
damente el 50%) muertos una semana después de ser
destetados. En las jaulas de estos animales se
observaron diarreas acuosas y profusas. Otros
individuos del grupo presentaban signos clinicos
como depresion, letargia, anorexia, fiebre,...

Se realiz6 la necropsia de los cadéaveres y se
enviaron muestras al laboratorio de Histopatologia.
También se mandaron muestras de corazén, higado e
intestino al Laboratorio de Microbiologia para cultivo
y muestras de sangre de los animales, aun vivos, para
técnicas seroldgicas. Como diagndstico diferencial en
base a los signos clinicos se incluyeron enteropatias
producidas por clostridios, salmonelosis, listeriosis,
estafilococosis, adenovirus, etc.

RESULTADOS:
Laboratorio de Histopatologia:

Algunos de los hallazgos anatomopatolégicos
fueron: mucosa ictérica, hepatomegalia con areas
multifocales de necrosis (Figura 1), engrosamiento de
la mucosa principalmente a nivel del ileo y ciego y
focos grises en miocardio.

Laboratorio de Microbiologia:

En el coprocultivo, en medios habituales, no se
encontraron hallazgos significativos. En la tincion de
Gram de extensiones de la diarrea de algunos
animales aun vivos se observaron bacilos Gram
negativos y esporas. Los resultados de los ELISA para
los principales virus causantes de patologia entérica

Figura 1: Hepatomegalia con multiples focos necréticos
blanquecinos (flechas blancas)

en animales de laboratorio fueron negativos. Se
realiz6 Inmunofluorescencia (IFA) demostrandose
presencia de anticuerpos frente a Clostridium
piliforme. Pero se ha demostrado la posibilidad de
falsos positivos por reacciones cruzadas.

JYtuquéopinas?
;Dequéagenteinfecciososetrata?
;Quésintomas presentaria?

;Quéotras pruebas de diagnéstico harias?
;Quéimportanciatiene?

SOLUCION:

Atendiendo a los datos epidemiolégicos
obtenidos, al no crecimiento de otros patégenos en
los medios habituales, a los resultados serolégicos y a
la presencia de esporasy bacilos Gram negativos en las
extensiones de heces, se sospeché que el agente
causal podia ser Clostridium piliforme. Se trata de un
bacilo Gram negativo, anaerobio y formador de
esporas. Es el agente causal de la enfermedad de
Tyzzer, que afecta fundamentalmente a roedores y
lagomorfos. También se ha descrito en otros animales
(Fudge, 2000).

En conejos causa abundante diarrea acuosa,
anorexia, deshidratacién y pueden llegar a morir.
Afecta fundamentalmente a animales en edad de
destete (Percy and Barthold, 2008). El diagnéstico se
puede confirmar mediante tincién de plata Warthin-
Starry de extensiones de intestino e higado, para
demostrar los grupos de bacterias, con las
caracteristicas descritas, dentro de los hepatocitos y/o
enterocitos (Figura 2).
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Figura 2: Grupos de bacilos intracelulares en el interior de
hepatocitos.Tincion de plata Warthin-Starry (flechas negras)

La deteccidon de anticuerpos frente a C. piliforme
puede deberse a reacciones cruzadas y también
pueden existir anticuerpos en animales asintomaticos
(Schoondermark-vandeVenetal.,2006).

Los clostridios son muy abundantes en la
microbiota intestinal de roedores, y desempefian un
importante papel en diversas funciones fisiologicas
(Momose et al., 2011). Por lo tanto, la presencia de
bacterias morfolégicamente compatibles con C.
piliforme no implica que se trate de esta especie. El
diagndstico puede confirmarse mediante la prueba de
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para los
genes del ARNr 16S (Furukawa et al., 2002; Pritt et al.,
2010). Se ha desarrollado una PCR anidada (nested-
PCR) que incrementa la especificidad y sensibilidad
(Niepceron and Licois, 2010). La PCR puede ser
negativa en animales inmunocompetentes pero
portadoresde la bacteria.

La deteccion de C. piliforme en animales de
experimentacién es importante dado que puede
interferir en los resultados de distintos ensayos, por
ejemplo modificando la farmacocinética de la
warfarina y el trimetoprim, alterando los niveles de
enzimas hepdticas o disminuyendo la susceptibilidad
a la aparicion de artritis experimental por Yersinia
enterocolitica (Nicklas etal., 1999).

Su potencial zoondtico es escaso, pero se ha
descrito lainfeccion por C. piliforme en un paciente con
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Smith et
al., 1996), por lo que en caso de inmunosupresion se
deben tomar precauciones.
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Portodo esto, se recomienda la monitorizacién del
estatus en relacion con Clostridium piliforme cada 3
meses en los roedores y lagomorfos de animalarios de
experimentacion (Nicklas et al., 2002). La vigilancia de
rutina se hace mediante ELISA, dada su rapidez y bajo
coste. El cultivo no es sencillo, dado que esta bacteria
solo crece en cultivos celulares. Puesto que se trata de
un microorganismo formador de esporas, y que éstas
pueden sobrevivir durante largo tiempo en el
ambiente, deben extremarse las precauciones
higiénicas para poder asegurar su total eliminaciéon
delanimalario.
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Participa en la investi§aci(’)n:

micro mecenazgo en

Daniel Baizan Vicent

El micro mecenazgo es una alternativaviable parala
financiacion de los proyectos de investigacion y
f4r.org nos muestra como hacerlo.

En este nUmero vamos a presentar un método
alternativo que es aplicable a todos los campos de la
investigacion. Se trata del “crowdfunding” o micro
mecenazgo, un sistema de financiacion individual
para lograr algo mas grande, “un grano no hace

granero, pero ayuda al companero”.

Para aquellos que todavia no conozcan qué es eso
del micro mecenazgo se trata de un sistema en el que
cada persona realiza una donacién, cuyo minimo suele
ser un euro, a cambio de formar parte del proyecto
como benefactor. Esta practica ha tenido su auge,
sobre todo, en la industria cinematografica y
audiovisual pero es adaptable a cualquier tipo de
proyectoy, por fin, hay alguien que lo ha propuesto en
elcampodelainvestigacién, f4r.org

Como ellos mismos se definen: “Funds 4 Research
(f4r.org) nace para aportar nuestro grano de arena en
la busqueda de financiacion de proyectos de
investigacion y ciencia. Mediante la realizacion de
pequefas aportaciones de muchos cientos de
personas podemos producir una gran diferencia.
Porque mucho de nuestro bienestar futuro como
Sociedad depende de la cantidad y calidad de
investigacion en ciencia que podamos realizar hoy.”

000

4r.org

Funds for Research es una asociacion sin animo de
lucro que tiene como objetivo colaborar en la
busqueda de financiacion para llevar a cabo proyectos
deinvestigacién, y lograr una mayor concienciacién de
la sociedad, administraciones publicas y diferentes
agentes sociales, culturales y econémicos de la
importancia de la inversion en Ciencia e Investigacion
como factor de progreso y bienestar social. El 6rgano
directivo estd compuesto por tres periodistas: Lluis
Amiguet (Presidente), Teresa Ferré (Tesorera) y Manuel
Murillo (Secretario). En la pagina se puede consultar su
trayectoria profesional y sus motivaciones personales
para con laasociacion.

Ahora que ya se ha captado la atencion podemos
pasar a exponer esta alternativa de financiacién de
proyectos. El equipo de f4r.org lo explica muy claro
para que no haya dudas: se tiene unaidea; se plantea el
objetivo de financiacion; se calcula el periodo de vida
para recabar el importe solicitado y finalmente, se
tiene éxito o no. Con unos sencillos pasos creamos,
proponemos y obtenemos financiaciéon para nuestro
proyecto. Asi de facil. Pero en realidad, y la realidad nos
advierte, no es tan sencillo y, por eso, desde la
asociacion f4r dejan claras unas “Directrices de los
proyectos” para que sepamos que ellos son el medio
para conseguir un fin mayor que se basa en la
aportacion desinteresada de la gente. Si estamos
interesados en solicitar un proyecto es importante leer
bien las directrices para que nos queden claras cudles
son lasreglas del juego.

@ (7] | Qué es F4R?

’ Qué es FAR? | ¢ Coémo funciona? Directrices de los proyectos

. | Proyectos activos

* | o

'-I | Propén tu proy

Comp id lai i6nylaciencia

factor de progresoy bienestar social.

Funds 4 Research (F4R) nace por la pasion de un grupo de personas por lainvestigacion y la ciencia como factor de progresoy bienestar social.
Somos una asociacion sin animo de lucro que tiene como objetivo colaborar en la busqueda de financiacion para llevar a cabo proyectos de investigacion, y lograr una mayor
concienciacién de la Sociedad, Administraciones Publicas y diferentes agentes sociales, culturales y econémicos de la importancia de la inversion en Ciencia e Investigacion como

En F4R estamos convencidos que nuestro futuro y bienestar como Sociedad tiene mucho que ver con el esfuerzo y dedicacion que hoy realicemos en investigaciony ciencia.

El 6rgano directivo esta compuesto por Lluis Amiguet (Presidente), Teresa Ferré (Tesorera) y Manuel Murillo (Secretario).
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Qué es FAR? £ Coémo funciona? Directrices de los proyectos

F4R supone una nueva manera de presentar proyectos de investigacion para la bisqueda dela financiacién necesaria parallevarlos a cabo.

Creemos en la gente, en su capacidad para organizarse, para participar, para intercambiar ideas y experiencias y para contribuir en la financiacién de proyectos cientificos. Pequenas
contribuciones realizadas por miles de personas pueden suponer una gran diferencia para nuestra Sociedad. Un buen proyecto cientifico, bien presentado y bien comunicado, puede llegar a
cientos de miles de personas de una forma directa y rapida. Una comunidad amplia puede suponer una importante fuente de recursos y también de soporte para llevar a cabo interesantes
proyectos.

Queremos que F4R se convierta en el lugar de intercambio de referencia para investigadores y gente interesada y comprometida con la investigacion y la ciencia.

¥ Laidea
\ === Un equipc de investigacién tiene una idea para un proyecto, necesita recursos para llevarle a cabo y
“r busca dicha financiacién a través de F4R.
-

~N

¥ El objetive

19,000¢
A través de F4R proponen y explican un proyecto de investigacién, qué quieren lograr y cémo piensan 0€ oo
conseguirlo. 0 s
Al mismo tiempo, establecen unos objetivos econdmicos necesarios para llevarlo a cabo. | E&Rm.wm
ngIADO

¥ La vida del proyecto

M Durante un periodo de tiempo establecido (entre 30 y 45 dias) el proyecto esta vigente y cualquier
persona puede realizar su aportacién al mismo.

v Si el proyecto tiene éxito

El proyecto recibe la financiacién. Las cantidades aportadas por los mecenas del proyecto son
cobradas.

¥ 8ino se alcanza el objetivo

El proyecto tendra que buscar otras formas de financiacidn. Las cantidades comprometidas por los
mecenas no son hechas efectivas.
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Qué es FAR? £ Coémo funciona? Directrices de los proyectos

Caracteristicas delos proyectos
Todo proyecto ha de tener un comienzo y un fin, ha de fijary explicar los objetivos que persigue, cul es el plan para lograrlo (tareas, acciones, etc.) y que resultados pretende alcanzar. Por tltimo, no
olvides hablar del equipo que vaallevara cabo del proyecto.

No estard de més que dediques unas pocas lineas en los beneficios futuros que podra tener la consecucion de tu proyecto en relacion a un colectivo determinado o al conjunto de la Sociedad. No
prometas cosas irrealizables oimposibles, debes ser realistay honesto.

Elinvestigador o grupo de investigacion ha de exponer su proyecto teniendo siempre muy presente el punto de vista del publico objetivo al que se dirige para solicitar su colaboracion.

Si el proyecto va dirigido a un colectivo en particular, os recomendamos poneros en contacto con dicho colectivo antes de publicar vuestro proyecto, exponerlo e incorporar aquellas opiniones y
puntos de vista que puedan enriquecerlo, tanto en contenido como en formato, y hacerlo mas atractivo para lacomunidad.

Siimportante es presentar el proyecto de la forma mas sugerente posible a la comunidad, no menos importante resulta difundir el proyecto a través de las redes sociales una vez el proyecto esté
aprobado para su publicacién. Puede ser un trabajo duro y requiere de laimplicacion de todo el equipo y para toda la duracion del periodo de financiacién.

No olvidéis que seré la propia comunidad la que os estara evaluando continuamente, desde que publiquéis el proyecto, durante todo el periodo de financiacion, durante la ejecucion del proyecto e
incluso una vezfinalizado el proyecto. Francamente, no hay nada peor que no cumplir con las expectativas de las personas, organizaciones y/o entidades de las que recibais financiacion.

EnF4Rtienen cabida tanto proyectos de gran envergadura como de pequefio alcance. Sera la propia comunidad la que determine, a través de sus contribuciones, qué proyectos se llevaran a caboy
cudlesno.

NiF4R nininguna persona de las que colabore con los proyectos adquiere ningtin derecho sobre los proyectos que se publiquen en F4R, resulten los proyectos financiados o no.

:Quién puede publicar sus proyectos en F4R?
F4R esta desarrollado, en primer lugar, para cualquier investigador cientifico o grupo de investigadores y en segundo lugar, para cualquier persona, organizacion y/o entidad con un interés en
participar delmundo dela ciencia.

FA4R revisa los proyectos que solicitan su publicacién a través de un Comité Cientifico y un Comité Etico. Estos Comités tienen como objetivo garantizar unos estandares minimos de calidad y
moralidad en relacion al proyecto, sus objetivos, metodologia, razonabilidad, resultados y sobre el equipo que lovaallevara cabo.

Garantias
Para F4R la creatividad, lasideas y lainnovacion son muy importantes y por eso nos preocupamos de proteger la propiedad intelectual e industrial y exigimos a todos los que participen en F4R que
respeten dichos derechos.

La investigacion y la ciencia no son ciencias exactas y muchas veces, los resultados que obtienen los proyectos difieren de los objetivos inicialmente establecidos. F4R no puede ni garantiza los
resultados de los proyectos que se publiquen en F4R.

{Qué ocurriria en caso de que el proyecto sufraretrasos, encuentre dificultades, etc.?
No es infrecuente que los proyectos se enfrenten aimprevistos e inconvenientes, al fin y al cabo cuando un investigador o grupo de investigacion publica un proyecto esta realizando una prevision,
todo lo precisay objetiva posible, pero una prevision.

En estas situaciones, el investigador o grupo de investigacion ha de realizar el maximo esfuerzo posible parainformary justificar de los retrasos que se puedan producir en la ejecucion del proyecto.
La transparencia y la honestidad son unos de los valores mas importantes para no defraudar la confianza de las personas, instituciones y/o organizaciones que han contribuido a financiar el
proyecto.

Si el investigador o grupo de investigacion estan actuando de buena fe, con transparencia y honestidad, informando y justificando los motivos y causas de los retrasos del proyecto, las personas,
instituciones y/o organizaciones que han contribuido a financiar el proyecto tendrian que intentar mostrar la mayor paciencia y comprension posible, a la vez que continuar solicitando tanta
informacién como considere necesario en relacion al proyectoy al cumplimiento de los compromisos adquiridos con el i igador o grupo deinvestigacion.

Responsabilidad
Los propios investigadores y/o grupos de investigacion, al publicar su proyecto se obligan legalmente a cumplir con toda la informacién, compromisos y recompensas que publiquen en relacion
conel proyecto.

En caso de que un investigador y/o grupo de investigacion no sea capaz de cumplir con los compromisos adquiridos en el proyecto, y una vez lograda la financiacion solicitada, es responsable de
reintegrar integramente los fondos recibidos a todos y cada uno de las personas, instituciones y/o organizaciones que hayan contribuido a su financiacion.

F4R facilita el encuentro entre personas, organizaciones y/o entidades que necesitan recursos para llevar a cabo proyectos de investigacion y personas, organizaciones y/o entidades que quieren
realizar aportaciones para financiar dichos proyectos. Las transacciones, dinerarias y no dinerarias, se realizan entre estas dos partes y es por ello que F4R no puede realizar ning(in reembolso de
ningun tipo a ninguna de las partes que participan en un proyecto.

Con toda la informacién bien leida nos
disponemos a proponer nuestro proyecto. Para ello A -
sélo hay que dirigirse a la pestafia de “Propdn tu
proyecto” que nos llevara a la pagina de registro de
usuario. En ella también encontraremos acceso para la
visualizacién de la asociacion en las redes sociales, tan
importantes en este tipo de iniciativas. Una vez creado
el registro se deben seguirlos pasosindicados.
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La mejor forma de ver cémo funciona es poner un
ejemplo, el proyecto que esta actualmente en activo.
En este caso el proyecto que busca financiacion es “El
Estudio del Sindrome de Lowe” La responsable del
proyecto es la Doctora Mercedes Serrano que
actualmente trabaja como investigadora para el
CIBER-ER. Realizando un barrido rapido de la pagina
del proyecto activo podemos encontrar unindiceen el
gue nos muestra unas pestafias con toda la
informacion que podamos necesitar.

indice

Antecedentes

Descripcion

Objetivos

Equipo investigador

Resultados esperados

Calendario

Recompensas

Duracion del periodo de financiacion
Importe a solicitar

Prensa

Cada uno de los apartados nos ofrece informacion
concreta que debemos conocer acerca del proyecto,
de la gente que pretende trabajar en él, para qué se va
a utilizar el dinero recaudado o a quién va a benéeficiar.
Ademas, encontrards unas pestafas que te van allevar
a las novedades, comentarios, mecenas y a las
preguntas que puedas tener sobre el proyecto. Las
novedades te van a servir para poder poner cara a las
personas para las que va destinado el proyectoy a la
gente que se convierte en embajadora de esta
iniciativa.

También es interesante que nos fijemos en los
mecenas y en los “beneficios” que obtienen con sus
donaciones. Hay que recordar que estos “micro

mecenazgos” son para una buena causa y no se debe
esperar nada a cambio: Pero en funcion de tu
aportacion, el proyecto “te premia”por ello. Aunque el
verdadero premio es simplemente aportar un poco
para que se puedaayudaramuchos.

Dra. Mercedes Serrano

Colabora con 10 € o mas
D Mecenas
Benefactor x10
Tu nombre BQUrard n NUestra web Como
“Denefactor
Colabora con 20 € o mas
(ED Mecenas
Benefactor x20
Tu nombre fgurard en nuestra web como
"penefacior
Colabora con 40 € o mas
€ ecenas ESTADO DEL PROYECTO
Benefactor x40 .
.Tu nomie fgurard en nuesira web como ;‘ “.888 e
e s RECAUDADO
e enia ES 44.067 €
Colabora con =
n‘:ecem - i- MiNIMO
Benefactor x60 E 97.224 €
Tu Aombne iguraré en nuesira web como g—- META
Denetacior i‘ | PTIMA
463
MECENAS
0
SEGUNDOS
RESTANTES
101.9%
EXITO (MIN.)
compinsic | ®

Ahoraya conocemos otra“alternativa”a la financiacion
de la investigacién. Tanto si quieres colaborar con el
proyecto que esté activo como si quieres crear el tuyo
propio, no dejes de visitar la pagina
https://f4r.org/web/projects/view/2
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Las nanoparticulas y el sistema inmunitario

Reproducimos hoy una noticia con origen en CORDIS, de fecha 12 de Febrero de 2013. En ella se presenta una reflexion
sobre las nanopdrticulas, se nos comenta la estrategia de estudio con interesantes sistemas 'in vitro'y las posibles
repercusionesenlareducciéndel usodeanimalesen diversosensayos.

Esperoqueosguste.

Jestis MartinezPalacio

La nanotecnologia resulta tan innovadora que
nadie sabe a ciencia cierta cudles seran sus aplicaciones.
Las predicciones van desde la capacidad de reproducir
objetos como diamantes y alimentos, hasta una
catéstrofe provocada por nanorrobots autorreplicantes
que consumiran el planeta.

Hasta hace poco la naturaleza era la Unica capaz de
«fabricar» materia molecular. No obstante, desde hace
unos afios se cuenta con la nanotecnologia, una
disciplina que retne distintos ambitos de la ciencia y
que podria generar innovaciones que contribuyan a
solucionar muchos de los problemas a los que se
enfrentala sociedad moderna.

Los productos nanotecnoldgicos ya estan presen-
tes en el mercado en forma de componentes electro-
nicos, pinturas a pruebas de arafazos, material depor-
tivo, telas antiarrugas y antimanchas y cremas solares.
Los analistas calculan que el valor de mercado de este
tipo de producto ya asciende a cientos de miles de
millones de euros y podria alcanzar el billén de euros en
2015.

Esto implica también que el potencial de
exposicion, tanto en entornos laborales como sociales,
a las nanoparticulas artificiales podria aumentar
enormemente a corto plazo. La toxicidad asociada a
distintas nanoparticulas se ha estudiado tanto in vitro
como in vivo, pero la informacién sobre los riesgos para
la salud y el medio ambiente de las nanoparticulas
artificiales sigue siendo escasa. Los efectos que ejercen
las propiedades de las nanoparticulas en el sistema
inmunitario siguen sometidos a estudio en
investigaciones que, por lo general, se pueden clasificar
en dos grupos, seguin su tema de trabajo: (a) respuestas
a las nanoparticulas modificadas a propdsito para
estimular el sistema inmunitario y (b) efectos
secundarios no deseados de las nanoparticulas.

El proyecto InLiveTox, financiado desde hace tres
afos por la Uniéon Europea, ha logrado progresos
considerables en cuanto a la capacidad para estudiar
nanoparticulas in vitro. Esta iniciativa se dedicé al
estudio de la influencia de las nanoparticulas en el
intestino, el sistema cardiovascular y el higado. La
exposicién por ingestion resulta de especial interés
debidoalainclusién de nanoparticulas en los alimentos
y su envasado y en las medicinas administradas por via
oral.

El equipo del proyecto desarrollé6 un sistema
innovador de ensayo in vitro modular y basado en

fluidicay demostro su utilidad para simular la respuesta
de determinados tejidos a nanoparticulas consumidas
por via oral. Los resultados de este sistema se validaron
en un estudio in vivo con ratas sobre toxicidad y
biocinética de las nanoparticulas tras su ingestion. Se
utilizaron tejidos de estos animales para investigar
respuestas toxicolégicas de los 6rganos y sistemas
mencionados. Los datos obtenidos se compararon con
otros estudios biocinéticos sobre particulas similares
pero dedicados a otras vias de exposicion como la
respiratoria. En el estudio se compararon datos
procedentes de un estudio in vivo de la exposicién por
inyeccion e ingestién con los obtenidos mediante
ensayos estandar (estaticos de una célula). El sistema
mostré un patrén significativo de diferencias y
similitudes, en concreto en lo referente a la inflamacién,
y diferencias claras en la importancia fisiolégica de
distintos métodos.

Esto implica que los resultados del proyecto
InLiveTox podrian modificar los ensayos que se realizan
en los sectores farmacéutico, quimico, cosmético y
alimentario para comprobar la seguridad y la eficiencia
de materiales nuevos. La mejora de estos métodos
podria reportar importantes beneficios econémicos,
tanto mediante la reduccién de los costes de ensayo por
un menor uso de animales, como por la oportunidad de
comercializar productos mds seguros con mayor
rapidez que con los métodos existentes, todo ello sin
dejar de cumplir con la normativa REACH. La tecnologia
desarrollada en el marco de este proyecto podria
otorgar una ventaja competitiva a los primeros en
adoptarla. Su utilidad como herramienta de ensayo e
investigacién de entidades quimicas nuevas se
extiende a la toxicologia y la farmacologia. Los
resultados del proyecto superaron todas las
expectativas y permitieron generar una tecnologia
innovadora e interesante con capacidad para respaldar
la creacién de nuevos productos mediante técnicas in
vitro. A mayor escala, el proyecto confirma la ventaja
competitiva que poseen las organizaciones cientificas
de Europa, a nivel internacional, en el campo en rapido
desarrollodelos ensayos invitro.

El consorcio esta formado por un equipo inter-
disciplinario de expertos europeos en nanotoxicologia,
farmacia e ingenieria y un grupo cientifico estado-
unidense de la Universidad de Rochester y conté con
financiacion del Séptimo Programa Marco (7PM) a
través dela convocatoria FP7-NMP-2008-1.3-2.
Paramasinformacién, consulte:
http://www.inlivetox.eu/



http://www.inlivetox.eu/
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Entrevista

Guillermo Repetto Kuhn

Doctor en Medicina y Cirugia y Mdster en Toxicologia.
Responsable del Area de Toxicologia de la Universidad
Pablo de Olavide, reconocido promotor del empleo de
métodos alternativos a la experimentacion animal,
especialmente de procedimientos in vitro.

{Cémo nace REMAy qué objetivos reivindica?

Muy pocos recuerdan que tras tres reuniones
exitosas sobre alternativas en Madrid en 1997,
llegamos a la conclusién de que era imprescindible
crear una nueva estructura especifica sobre
alternativas, para poder llegar a muchos investiga-
dores y entidades a los que no teniamos acceso ni
desde SECAL ni desde la Asociacion Espafiola de
Toxicologia. No es ningun secreto la participacion en
esta decision de Alberto Girdldez, entre muchos otros.
Tras dos afos intensos de trabajo de la Comision
Promotora, creamos en 1999 la Red Espanola para el
Desarrollo de Métodos Alternativos a la experimen-
tacion animal como un foro de encuentro y dialogo
entre el mundo cientifico, la industria, la adminis-
tracion y los grupos sociales interesados en los
métodos alternativos a la experimentacién animal,
incluidos los de defensa animal, con el fin de conseguir
una mejor y mas eficaz aplicacion de los principios de
reduccion, refinamiento y reemplazo del uso de
animales en la experimentacion.

En los 14 afios de andadura de REMA, ;ha
habido por parte del conjunto de investigadores
que emplean modelos in vivo una mayor voluntad
por reemplazar el uso de animales por modelos
alternativos?

Como socio de SECAL he tenido la suerte de
conocer a muchos investigadores en congresos y en
cursos de formaciony también de recibir sus consultas.
He podido observar un aumento generalizado muy
importante no sélo en su competencia practica para
experimentar con animales aplicando sistema-
ticamente los conceptos de reduccion y refinamiento,
sino también en su apreciacion de que no es légico
experimentar con animales cuando existan otras
opciones.
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En cuanto a las autoridades reguladoras,
iexiste la idea de poder realizar estudios,
principalmente de seguridad y toxicologia,
unicamente con ensayos invitro?

En los ultimos afos se han ido validando, acep-
tando e implementando en las evaluaciones de
seguridad una interesante serie de procedimientos in
vitro (corrosividad dérmica, irritabilidad ocular,
fototoxicidad, absorcion dérmica..), que estdn ya
reduciendo sensiblemente el empleo de animales con
esta finalidad. El problema radica en que existen muy
diversas autoridades regulatorias y que las decisiones
finales las toman los politicos. De hecho, estos avances
podrian distorsionarse ante decisiones politicas, como
la prohibicién de ensayar ingredientes cosméticos en
animales a pesar de que aun no se disponen de
alternativas, lo que puede perjudicar mucho a la
competitividad de laindustria europea.




En su opinidn, ;se ha concienciado y sensibi-
lizado el conjunto del personal investigador ante el
tema de la experimentacion animal frente a otras
posibilidades?

Creo que una gran parte de los investigadores
estdn concienciados de que, con objeto de que se
autoricen los proyectos, la legislacion obliga a
demostrar que no existe otra opcién al empleo de
animales para conseguir una determinada infor-
macioén. Ahora, ademas, deben justificar el interés de
llevar a cabo el estudio. Esta sensibilizacion no implica
que no lesresulte "molesto" tener que dedicar parte de
su tiempo a cumplimentar los documentos necesarios
parasolicitar la autorizacién de sus proyectos, lo que es
absolutamente justificable.

i{Cree que se deberia empezar a concienciar
desde los periodos de formacion de futuros inves-
tigadores, sobre métodos alternativos e imple-
mentarlos enlos programas?

Debiera formarse lo antes posible al investigador
para que la primera pregunta que se plantee sea ;cudl
es el modelo mas simple con el que puedo obtener la
informacion que necesito para demostrar mi hipétesis
detrabajo?. A partir de la respuesta podra ir disefiando
y construyendo su investigacién usando sélo los
animalesimprescindibles.

iLlegara el dia en que se puedan realizar
ensayos fidedignos, teniendo la seguridad de que
estamos dando por validos resultados no
probados enseres vivos?

Probablemente en unos afios una gran variedad
de estudios en animales puedan sustituirse por
baterias de ensayos in vitro y los que se realicen en
animales sean estudios sofisticados que se apliquen en
muy pocos individuos con el fin de confirmar o excluir
otras investigaciones previas. Sin embargo, existen
algunos dmbitos, como los estudios conductuales, en
los que probablemente precisemos mas datos que los
que puedan suministrarnos otros sistemas, por
ejemplo, losinvertebrados.

¢Podria contarnos por qué eligié la toxicologia
como especialidad?

En 1983 accedi al Instituto Nacional de Toxicologia
de Sevilla en una época muy productiva en la que se
estaban realizando estudios experimentales
relacionados con el sindrome del aceite toxico junto a
evaluaciones de seguridad de medicamentos,
cosméticos y aditivos alimentarios. Con ello aprendia
trabajar con muchas especies animales, incluidos
perros, gallinas, peces o cangrejos, ademas de con
embriones de pollo y cultivos celulares. Una estancia
predoctoral en Inglaterra confirmé mi enganche con
la Toxicologia, que trato de trasmitir a mis alumnos de
la Universidad Pablo de Olavide.

ente: Concurso de Fotografia SECAL
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Horizontal 1) Sustancia seleccionada para utilizarse en el proceso de
validacion, cuya respuesta en el sistema de ensayo de
Tipo de administracion que se efecttia por unaviadistinta referencia in vitro o in vivo o en la especie de interés ya se
deladigestiva. conoce.
European Centre for the Validation of Alternative Methods. 3) Capacidad de una prueba o experimento de ser reproducido
Técnica utilizada para extracciones repetidas de sangre. oreplicado.
Grado de coincidencia entre los resultados obtenidos con el 4) Proceso de gestion por el que personas independientes de
método de ensayoy los valores de referencia aceptados. las que afectian el ensayo evaltan el cumplimiento de
Estudios con modelos animales anterioresa humanos. normas.
Red Espafola para el Desarrollo de Métodos Alternativos a la 6) La interrupcion de la vida de un animal con menor
Experimentacion Animal. sufrimiento posible, de acuerdo con su especiey estado.
Sustancia problema identificada incorrectamente como 8) European Consensus Platform for Aleternatives.
positiva. 10) Selecciénoelecciondeloqueinteresa.
Mecanismo por el que la respuestainmune provocadaporun  13) Programa de trabajo con un objetivo cientifico definido y en
antigeno aparece con mayor intensidad tras una el que serealizan una o varios procedimientos.
administraciéninicial. 14) Area dedicada ala produccién y mantenimiento de animales
Observacion que es muy diferente de los otros valores en una de experimentacion, dando apoyo tanto a la investigacion
muestra aleatoria de una poblacion. como en las técnicas necesarias para su realizacion.
Medida del grado en que un método de ensayo puede 16) Conjunto de procedimientos destinados a preservar de

aplicarse de forma reproducible a lo largo del tiempo,
utilizando el mismo protocolo.

gérmenes o microbios unainstalacién o un organismo.

Respuestas en www.secal.es
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