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al lado de

SU RINON, DISENADO “A LA CARTA” POR BIOINGENIERIA,
ABRE UN ESPERANZADOR ENFOQUE EN EL TRASPLANTE RENAL.

La enfermedad renal cronica supone un problema mundial de salud publica. Aunque aproximadamente 2
millones de personas en el mundo disfrutan de tratamiento renal sustitutorio (didlisis y trasplante renal), éstos
probablemente representan menos del 10% de los enfermos que lo necesitan. Ademas, el trasplante de rindn
también se ve seriamente afectado por la supervivencia del injerto y limitado por la escasa disponibilidad de
donantes.

Lineas de investigacion innovadoras en bioingenieria se estan llevando a cabo para superar estos desafios. De

este modo, un ridn descelularizado de este cerdo, y vuelto a recelularizar con sus propias células madre, permite
disefar un nuevo 6rgano funcional como una opcién, cada vez mas cercana, de tratamiento en la enfermedad

renal terminal.
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Ya en 1981, Streisinger publicé el primer articulo en el que
aparecia el pez cebra como modelo para el andlisis genético
del desarrollo embrionario en vertebrados. Sin embargo, la
verdadera popularidad del pez cebra tuvo lugar en 1996,
cuando la revista Development publicé un nimero especial
(conocido como el “Zebrafish issue”). Basandose en sus
trabajos anteriores con la mosca del vinagre (Drosophila
Melanogaster) y por el que le concedieron el Premio Nobel,
Nusslein-Volhar y su equipo consiguieron identificar unas
2000 mutaciones que afectan a todas las fases del desarrollo
embrionario.

En el Séptimo Informe sobre las estadisticas relativas al
numero de animales utilizados para experimentacién y otros
fines cientificos en los Estados miembros de la Unién Europea,
se presenta una tabla comparativa entre los porcentajes de
clases de animales utilizados desde el 1996 hasta el 2011. El
porcentaje de animales de sangre fria utilizados sélo se ve
superado por el grupo de roedores-conejos, y los incrementos
en el mismo se deben a los peces, y fundamentalmente al pez
cebra.

Este es el tercer nimero de la revista dedicado al pez cebra.
Los dos primeros nimeros (el 34y 35, que se publicaron en el
2006y el 2007, respectivamente), se centraron principalmente
en la descripcidn de las caracteristicas basicas del pez cebray
de los primeros campos de aplicacién de esta especie como
modelo. Elactual nimero se centra mas en la reproduccion del
pez cebray en su validezcomo modelo en dos nuevas areas: la
industria alimentariay lananotoxicologia.

A lo largo de estos anos e incluso en la actualidad, la
utilizacion del pez cebra como modelo experimental sigue
amplidndose a nuevos campos cientificos en los que se
demuestra serun modelo valido.

Direccion Revista SECAL
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Relaciones internacionales

Noticias

Actividades de la

SECAL

El 28 de octubre de 2014 se celebré una Reunién Ordinaria
de la Junta de Gobierno de la SECAL. Asimismo, el 20 de
noviembre de 2014y tras la finalizacion de las presentaciones
de la Jornada Cientifica, se celebré la Asamblea General
Ordinaria de la sociedad. A continuacién, se presenta un
resumen de los principales temas tratados en ambas
reuniones.

Laboratory Animals Ltd. (LAL)

En relacién a las negociaciones para unificar los criterios
establecidos entre LAL y las Sociedades Cientificas en cuanto a los
descuentos segun el porcentaje de suscripciones, se informa de que
se han establecido sistemas de pago por franjas de porcentajes
pero que no se aplicaran hasta el 2016, por lo que las nuevas cuotas,
con o sin revista, no se presentaran hasta la proxima asamblea
general.

Seinforma que LAL va a apostar por un mayor peso de la revista
en formato electrénico y se recuerda que aparte de ésta, LAL
también realiza actividades formativas, traducciones de
recomendaciones, etc.

International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS)

Se informa que en 2015 son las elecciones a la Junta de
Gobierno de ICLAS. Actualmente, el representante de SECAL en
ICLAS es Javier Guillen. PatriVergara es la Presidenta actual de ICLAS
y representa a Espafia como miembro nacional.

ICLAS ha otorgado en el 2014 y dentro del programa europeo
de formacion, 7 becas a personas del este de Europa para estancias
formativas en centros de Europa occidental.

Federation of European Laboratory Animal Science
Associations (FELASA)

Se informa que Belén Pintando ha sido elegida como
Vicepresidenta de Relaciones Internacionales de FELASA. Ignacio
Alvarez y Juan Rodriguez, en sustitucion de Belén Pintado desde
el 1 de enero de 2015, son los representantes de SECAL en
FELASA.

Los grupos de trabajo que hay actualmente en FELASA son:
- Conjuntamente con AALAS-FELASA:
* Analisis ético riesgo/beneficio.
« Control sanitario para el intercambio de roedores.
- Cuidado de Cefalépodos. Ya se tiene el documento final
queserapublicadoenel2015.
- Clasificacion de severidady analisis retrospectivo.
- Glosario de signos clinicos se publicara en breve en
Laboratory Animals.
- Monitorizacidn sanitaria de primates no humanos.
- Cuidadosdel pezcebra.
- Garantia de calidad y monitorizacién genética en
roedores.
- Nutricién enroedores.

Por otro lado, se informa de la propuesta de creacion de una
red de “Animal Welfare Officers” en Europa con subredes
nacionales. Juan Rodriguez es el encargado de llevar a cabo esta
propuestaen Espafa.

Relaciones nacionales

Confederacion de Sociedades Cientificas de Esparia (COSCE)

COSCE ha formado un grupo que se encargard de la
comunicacion a la sociedad acerca de la investigacién con
animales y que esta elaborando un documento que podré ser
utilizado en un futuro préximo.

COSCE ha propuesto a SECAL participar en el Proyecto
DECIDES (Debates sobre ciencia y desarrollo econémico y social).
Se piden voluntarios para participar como expertos.




Noticias

Relaciones con el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente (MAGRAMA) y el Ministerio de Economia y
Competitividad (MINECO)

Para formalizar la relacion con el MAGRAMA se va a firmar un
convenio de colaboracion. Se recuerda la Ultima participacion de
Pilar Le6n en el Seminario explicativo para la cumplimentacion de
las tablas estadisticas que organizd la SECAL el 24 de junio en
Madrid.

Por otro lado, SECAL ha establecido una relaciéon con el
MINECO por serel encargado de desarrollar la orden ministerial de
formacién. Fruto de esta relacion se ha producido la participacion
de Salvador Fortes en laVIJornada Cientifica de la SECAL.

Otras actividades

Congreso SECAL-SPCAL 2015

El préximo congreso de la SECAL se celebrara en Caceres los
dias 18, 19 y 20 de noviembre de 2015. Este congreso esta
organizado junto con la sociedad portuguesa, SPCAL.

Maria Reyes presenta la sede del congreso, el Centro de
Cirugia de Minima Invasion Jests Uson (CCMIU), la oferta
cientifica preparada en forma de talleres y sesiones cientificas y la
oferta ludico-festiva de Céceres. La cena de gala no estara incluida
en la inscripcién del congreso y se celebrara en el Castillo de la
Arguijuela.

Convenios

- En el convenio que SECAL tiene con el Colegio Oficial de
Veterinarios de Madrid (COLVEMA), SECAL adquiere el
compromiso de publicar dos articulos al afio en la revista de
COLVEMA. Esta labor se esta llevando a cabo por los miembros de
la Junta pero se pide colaboracién a los socios para cumplir con
esta obligacion.

- SECAL ha acordado con la Asociacion Espafnola de
Bioseguridad (AEBios) y con la Sociedad Espariola de Garantia de
Calidad en Investigacion (SEGCIB), una reduccién en las cuotas de
inscripcion de las actividades organizadas por cada una de ellas
paralossocios de laotra.
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Formacion

Se han introducido novedades en el Libro Blanco de
Formacién que se puede consultar en la pagina web de la SECAL.
Algunas de estas novedades son: la simplificacion de las
solicitudes en dos convocatorias alo largo del aiio, el aumento de
la cuantia de las becas de 300 a 400 €, establecimiento de ayudas
deviaje paraasistira lajornada cientifica.

El presupuesto de la vocalia de formacién corresponde al 50%
de los ingresos por cuotas de socios y durante el 2014, se ha
consumido el 75% de este presupuesto. Se han concedido 15
becas para asistencia a actividades formativas, 6 ayudas de viaje
para la jornada cientifica, 4 convenios de patrocinio y 1 convenio
de co-organizacion.

Ytambién...

- Ellibro“Cienciay Tecnologia del animal de Laboratorio”se
estd publicando en formato DVD, USBy Libro electrénico. Jose M2
Orellanay Jesus Martin Zuniga han cedido ala SECAL los derechos
deautor.

- Se ha iniciado un nuevo grupo de trabajo: Estudio de
bienestar en lineas de animales modificados genéticamente.

- SECALestrenaunanuevaweb.

- La Revista “Animales de Laboratorio estrena 3 secciones
nuevas en el 2015: Al Cuidado (a cargo de Paloma Garcia),
Panorama (a cargo de Luis Mufioz de la Pascua) y Controles
Sanitarios (a cargo de Sara Capdevila).

www.secal.es
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para las ciencias
del animal de laboratorio



http://www.secal.es

V1 Jornada Cientifica de la SECAL

VI Jornada Cientifica de 1a SECAL

El 20 de noviembre de 2014, se celebré en Barcelona la Vi
Jornada Cientifica de la SECAL bajo el lema: “Aprender es
adaptarse: Formacion para el cambio”. El evento tuvo lugar en
laSalaLlimona del Hotel Catalonia Barcelona Plaza.

Lainauguracion de la Jornada corrié a cargo del Presidente de
la SECAL, Javier Guillén, quien agradecio el trabajo realizado a los
organizadores de la jornada y el apoyo a los patrocinadores de la
misma.

La jornada fue todo un éxito tanto por la asistencia de
aproximadamente 180 personas, como por la calidad de los
cuatro ponentes.

Salvador Fortes del Ministerio de Economia y Competitividad
(MINECO) inici6 la jornada con la presentacion titulada:
Requisitos de capacitacion en el manejo de animales de
experimentacion. Nueva Regulacion. Tras la presentacion de la
normativa y de las guias y directrices comunitarias sobre la
capacitacion del personal que utiliza animales con fines
cientificos y docencia, nos explicé el estado actual de la Orden
Ministerial que en breve establecerad los requisitos de formacion
del personal.

A continuacién, Angel Naranjo del Centro Nacional de
Biotecnologia del CSIC, bajo el titulo de Signos Clinicos: Técnicos
en accion, nos argumento el papel crucial que debe tener el
personal técnico a la hora de identificar los signos clinicos de los
animales, ya que es el personal que interacciona mas tiempo con
los animales y que tiene mayor capacidad de reconocer sus

alteraciones. En ese sentido, hizo hincapié en laimportanciade la
mejora en la formacién de los técnicos y en la elaboracién de
protocolos de supervisién del bienestar animal que permitan
realizar descripciones objetivasy sencillas.

Después de una pausa-café, tuvimos la oportunidad de
escuchar la ponencia Modelos de Biobanco de tejidos obtenidos
de animales de experimentacion con fines de investigacion
biomédica, a cargo de Maria Antonia Fortuio del Centro de
Investigacion Médica Aplicada (CIMA) de la Universidad de
Navarra. Tras argumentar por qué el establecimiento de un
biobanco de tejidos de animales de experimentacién es un
imperativo ético y una recomendacion juridica, presenté los
diferentes modelos organizativos de biobancos y la importancia
de realizar un disefio sostenible con unos objetivos cientificos
bien definidos. Finalmente, identificd y explico los diferentes
procesos operativos que deben garantizar la trazabilidad y la
calidad delas muestrasy datos asociados de un biobanco.




VI Jornada Cientifica de 1a SECAL ANIMALES DE 1 ABORATORIO

Invierno 2015. Nimero 64

Por ultimo, César Eguiluz Fernandez del Centro Nacional de
Microbiologia (CNM) del Instituto de Salud Carlos lll, se hizo cargo
de la presentacion sobre Controles microbiologicos ambientales

y de agua en un animalario. El objeto principal de esta ponencia

’ »
fue la presentacion de las conclusiones a las que ha llegado el TU TAMBI E N
Grupo de Trabajo de Controles Microbiolégicos Ambientales y de P E D E E R
Agua de la SECAL, compuesto por el mismo César Eguiluz, junto

con S. Grané, PJ. Cardona, J. Bravo y L. Parra como coordinador

Tras especificar los objetivos y la metodologia utilizada, nos I ARTE DE
presentaron las conclusiones/recomendaciones en relacién a los
puntos de control microbioldgico, pardmetros a estudiar,

periodicidad de los controles, valores recomendados y acciones

correctoras tanto para superficies y aire, como para el agua de los i HAZTE SOCIO!

animalarios.

Una jornada interesante y muy enriquecedora, que culminé
conlaAsamblea General de socios de la SECAL.

www.secal.es
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Actualidad

Comunicacion higado - cerebro
para regular el apetito

Los pacientes diabéticos no acumulan bien la glucosa en el
higado, donde se almacena el aztcar sobrante que luego se libera
en funcidn de las necesidades energéticas del cuerpo. Por primera
vez, un estudio cientifico demuestra una conexién entre el higado
y el apetito, lo que permite nuevos tratamientos para mejorar la
diabetesylaobesidad.

<K El higado almacena la glucosa sobrante en forma
de glucégeno (cadenas de glucosa) que luego libera
segun las necesidades energéticas del cuerpo. Los
pacientes diabéticos sufren hiperglucemia, es decir,
tienen demasiado azucar en sangre, en parte
porque no acumulan bien la glucosa en el higado>

Un estudio liderado por Joan J. Guinovart del Instituto de
Investigacion Biomédica (IRB) de Barcelona y publicado en la
revista Diabetes, demuestra que el higado con altas reservas de
glucosa evita que los pacientes engorden, incluso cuando se les
ofrece una dieta muy apetitosa, ya que se sienten saciados. Es la
primera vez que se observa la conexion entre el higado y el
apetito.

Generaron ratones que sobreexpresaban la proteina diana
del glucégeno en el higado, lo que resulta en un aumento de
glucégeno hepatico. Incluso ddndoles una dieta apetitosa, alta en
grasas, los ratones que acumularon mas glucégeno en el higado
no engordaron. Ademds de comprobar que comieron menos, los
cientificos observaron que en el cerebro de estos ratones habia
escasas moléculas estimulantes del apetito, mientras que tenian
muchas mas moléculas depresoras del mismo. Finalmente,
hallaron la sefial que podia explicar la conexién higado-cerebro: el
ATP (trifosfato de adenosina), una molécula utilizada por todos los
organismos vivos para proporcionar energia a las células, y que
estad habitualmente alterada en la diabetes y la obesidad.

También comprobaron que tras una noche de ayuno, estos
animales presentaron un alto contenido de glucdégeno en higado,
y concentraciones séricas bajas de dcidos grasos en comparacion
con los ratones control, independientemente de si recibieron una
dietaricaengrasasounadietaestandar.

En conclusion, laacumulacion de glucdégeno en higado causé
una reduccion de la ingesta de alimentos, una proteccion sobre
los efectos deletéreos de una dieta rica en grasas y una
disminucién delimpacto metabdlico del ayuno.

Los investigadores del IRB argumentan que el aumento de la
produccion de glucégeno hepdtico podria ser un tratamiento
eficazparala diabetesylaobesidad.

http://www.agenciasinc.es/Noticias/Higado-y-cerebro-se-comunican-
para-regular-el-apetito

|. Lopez-Soldado, D. Zafra, J.Duran, A. Adrover, J. Calbé, and J.J. Guinovart.
Liver glycogen reduces food intake and attenuates obesity in a high
—fat died fed mouse model. Diabetes 2015, 64(3):796-807. doi:
10.2337/db14-0728.
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Desarrollo del epicardio
y su papel en la regeneracion

El epicardio es una capa epitelial unicelular que recubre el
miocardio. Durante el desarrollo, las células derivadas del
epicardio se desprenden desde el epicardio embrionario y dan
lugar a células endoteliales vasculares y del musculo liso de la
vasculatura coronariay afibroblastos intracardiacos.

En el adulto, las lesiones del miocardio conducen a una rapida
reexpresion de los genes epicardicos. Otra respuesta temprana al
dano cardiaco es la formacién de una capa epicardica engrosada
sobre el area afectada.

Estas observaciones sugieren el rol del epicardio, bien como
tejido senalizador o bien como fuente de progenitores celulares
durante laregeneracion cardiaca.

<L El corazon del pez cebra es un modelo implantado
con solidez para el estudio de la regeneracion
cardiaca dada su capacidad de regenerar el tejido
danado >

El pez cebra se utiliza como sistema modelo para analizar los
mecanismos moleculares de la formacion del epicardio in vivo.
Recientemente, el grupo de liderado por Natalia Mercader del
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) ha
descrito el uso de la criocauterizacién para provocar el dafo
cardiaco en el pez cebra. La criocauterizacién del corazén causa la
muerte masiva de célulasy la formacion de tejido fibrético, lo que
reproduce parcialmente las consecuencias fisiopatoldgicas
producidas por un infarto de miocardio en mamiferos. Pero a
diferencia de los mamiferos, el pez cebra es capaz de eliminar
estas lesiones masivas fibroticas del corazén y regenerar el tejido
perdido.

El objetivo principal de este grupo de investigacion es
comprender la morfogénesis del epicardio y su papel como https://www.cnic.es/es/desarrollo/pezcebra/
fuente de progenitores celulares y tejido sefalizador en la
regeneracion y el desarrollo del miocardio y la vasculatura
coronaria.

M. Peralta, JM. Gonzalez-Rosa, I.J. Marques, and N. Mercader. The
Epicardium in the Embryonic and Adult Zebrafish. J Dev Biol. 2014,
2(2):101-16.d0i:10.3390/jdb2020101.
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Gen esencial para el desarrollo del corazon

Una reciente investigacion, dirigida por Juan José Sanz
Ezquerro del Centro Nacional de Biotecnologia del CSIC, ha
descubierto que el gen Arid3b (un factor de transcripcion de
funciones poco caracterizadas) desempena un papel esencial en
la formacién del corazén en ratones y que podria tener un papel
similaren humanos.

El corazén adulto estd compuesto por cuatro cdmaras
separadas, dos auriculas y dos ventriculos, que bombean la
sangre hacia los pulmonesy el resto del cuerpo. Pero en su origen,
“el corazon es un simple tubo que crece mediante la adicién a sus
extremos de nuevas células a partir de un reservorio de progenitores’,
afirma el cientifico. A dia de hoy, se desconocen los mecanismos
porlos que esto ocurre.

< Los investigadores afirman que los embriones de

ratones carentes de este gen mueren a etapas
tempranas del desarrollo debido a graves defectos
en el corazon >

En estos ratones, laadicién de los precursores al tubo cardiaco
esanormal, provocando un acortamiento de los polos. Ademas, la
formacion delas vélvulas cardiacas es defectuosa.

Los resultados obtenidos demuestran que Arid3b controla la
arquitecturay el movimiento de las células progenitoras, y que es
esencial para el desarrolloembrionario del corazén.

El trabajo publicado en la revista Development, amplia el
conocimiento sobre las funciones del gen Arid3b, identificdndolo
como un posible gen implicado en las malformaciones del
corazén en humanos y que afectan a un 1-2% de los recién
nacidos.

http://www.agenciasinc.es/Noticias/Descrito-un-gen-esencial-para-el-
desarrollo-del-corazon

V. Uribe, C. Badia-Careaga, J.C. Casanova, J.N. Dominguez, J.L. de la
Pompa,and J.J. Sanz-Ezquerro. Arid3b is essential for second heart field
cell deployment and heart patterning. Development 2014, 141(21):
4168-81.d0i:10.1242/dev.109918.


http://www.agenciasinc.es/Noticias/Descrito-un-gen-esencial-para-el-desarrollo-del-corazon
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Ameérica del Sur en numeros

Las economias en expansién de América del Sur han dado
lugar a un significativo aumento de la produccién cientifica en las
dos ultimas décadas, y la inversidn en investigacion ha
aumentado en la mayoria de paises. Pero las tasas de publicacion
aun estéan lejos de lo que seria de esperar, dada la poblacién de la
regiény suproducto interior bruto (PIB).

La calidad de la investigacion no se ha mantenido al ritmo del
aumento de la produccidn, y los trabajos de investigacion todavia
luchan por atraer citas del resto del mundo. El continente ha
aumentado su proporcién de articulos de investigacion en el
mundo, pero su rendimiento es alin bajo.

Hay enormes desigualdades. Brasil domina el historial de
publicaciones, a pesar de que es muy similar a la de Argentina,
Uruguay y Chile en términos de articulos por habitante, mientras
que Chile encabeza la lista en el entorno de las patentes y
Argentina lidera en la proporcion de la poblaciéon que trabaja en
ciencia, que ha aumentado el impacto de sus investigaciones a
justo por encima de lamedia mundial, superando a Brasil.

< El impacto académico de América del Sur sigue
siendo relativamente bajo, debido a que los
investigadores a menudo publican en revistas que
no estan indexadas en las principales bases de
datos de citas>

Los articulos procedentes de Peru estdn mejor situados, en
gran parte porque lamayoria son en coautoria con otros paises.

Lainversién de Argentinay Brasil en investigacién y desarrollo
(I+D) se ha disparado mas rapido de lo que han crecido sus
economias. Brasil sigue siendo el Unico pais de la region que
dedicamasdel 1% de sueconomiaal+D.

http://www.nature.com/news/the-impact-gap-south-america-by-the-
numbers-1.15393

R.Van Noorden. The impact gap: South America by the numbers. Nature
2014,510(7504):202-3.d0oi:10.1038/510202a.

Foto: shutterstock



http://www.nature.com/news/the-impact-gap-south-america-by-the-numbers-1.15393
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La reproduccion del Danio

cebra en laboratorio

Eduardo Diaz Garcia

Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos lll (CNIC), Madrid

El danio cebra o cebrita Danio rerio (Hamilton, 1822) es un pez
subtropical asidtico que, desde su primera importacion a Europa
en 1905 por P. Matte en Lankwitz (Alemania), gané en seguida
popularidad como pez de acuario doméstico. No fue hasta
bastante después que se describid su reproduccién en cautividad.
Pero desde que George Streisinger lo convirti6 en modelo de
investigacién cientifica, los articulos que tratan de su
reproduccion se han multiplicado, sobre todo en los Ultimos afios,
causando, quizas, algo de confusidn. Esta revision pretende ser un
compendio de lo que se sabe sobre la reproducciéon de estos
animales, tanto en la naturaleza como en cautividad. Se explicaran
las distintas alternativas, materiales, trucos y sugerencias para
conseguir puestas en acuario. Los lectores que no deseen leer el
articulo entero pueden acudir, como consulta rapida,
directamentealaseccién“Ejemplos concretos”.

Lareproduccion del Danio cebraenlanaturaleza

El danio cebra es un ciprinido dulciacuicola asiatico
subtropical. Vive en el norte de la India y paises adyacentes
(Engeszer et al, 2007; Spence et al, 2006, 2008). Su hébitat
predilecto son las masas de agua estancada, como lagunas,
charcas, arrozales y canales asociados a éstos, aunque también
puede encontrarse en rios de corriente lenta (Spence et al., 2006,
2008). Este animal vive en las orillas, en zonas de poca
profundidad. Es principalmente insectivoroy se alimenta tanto de
invertebrados adultos, terrestres y acuaticos, como de sus larvas
(McClure et al., 2006), aunque en analisis de contenido estomacal
también se ha encontrado fitoplancton, plantas vasculares,
esporas, escamas de pez, huevos de invertebrados, detritos, arena
ybarro (Spenceetal., 2008).

Para reproducir esta especie en cautividad, han de replicarse
los estimulos desencadenantes del cortejo y puesta de huevos en
lanaturaleza.

Los danios cebra son animales sociales que viven en
cardumenes mas bien laxos (Engeszer et al., 2007). Las hembras,
en especial, prefieren la compaiia de machos que la de otras
hembras (Delaney et et al., 2002). En la naturaleza se reproducen
principalmente durante el monzén de verano (de junio a
septiembre), aunque se han encontrado hembras con évulos
maduros en enero, asi que se cree que la época de reproduccion
depende mas de la disponibilidad de comida que de la
estacionalidad (Spence et al., 2006). El monzén de verano es la
época de lluvias. Las nubes procedentes del océano indico
chocan contra las estribaciones meridionales del Himalaya y
comienzan a ascender por esa rampa que son las vertientes
montanosas. Al ganar altura, se enfrian, y como la concentracién
de agua evaporada que puede contener el aire es inversamente
proporcional a sutemperatura, llega un momento en que lanube
ya no puede contener tanta agua, el sobrante se condensa y
precipita en forma de lluvias, que caen sobre el Himalaya,
encauzandose en sus rios. Los rios que nacen en el Himalaya
desembocan en la India. Como las lluvias monzénicas son
torrenciales, los cauces fluviales no pueden contener tantaaguay
se desbordan. Los prados del norte de la India que bordean los
rios se inundan y las hierbas, que habitualmente crecen
emergidas, pasan a vivir temporalmente sumergidas. Algunas
especies de peces, entre las que se cuenta el danio cebra, salen
entonces fuera del cauce del rio y se van a reproducir a estos
prados inundados (Engeszer et al., 2007). Prefieren aparearse en
las zonas mas someras, justo al borde de la orilla. Los ejemplares
que viven en zonas no inundables se reproducen también en las
orillas, entre las plantas acudticas o entre guijarros mejor que
sobre barro. Un importante estimulo desencadenante del cortejo
es la luz del amanecer. En la naturaleza, y casi siempre en
cautividad, aunque no siempre, esta especie se aparea a primera
hora de la mafana, o cuando se encienden las luces del acuario.
En su habitat natural se ha observado que las hembras pueden
poner huevos por la tarde después de una lluvia fuerte (Spence et
al., 2006). El cortejo ya ha sido descrito (Darrow and Harris, 2004;
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Hutter et al, 2010). Recientemente, se ha descubierto que los
machos poseen en la cara dorsal de los radios, de las aletas
pectorales, unos tubérculos epidérmicos con los que se sujetan
brevemente al vientre de las hembras y que son fundamentales
en el apareamiento. Los machos a los que se les cortaron las aletas
pectorales fueron incapaces de aparearse, aunque si se les
cortaban todas las aletas menos las pectorales, si podian hacerlo.
Las hembras a las que se les cortaban las aletas pectorales si
podian aparearse (Kangetal.,2013).

La fecundacion es externa. Al ser cortejada por el macho, la
hembra suelta un chorro de 6vulos que caen por gravedad al
fondo y quedan ocultos entre las plantas acudticas y la arena.
Mientras se precipitan, el macho nada entre ellos describiendo
trayectorias en forma de ocho, a la vez que eyacula. Cuando
desencadena este comportamiento, tiene inhibido el instinto de
alimentacion (observacién personal); si no fuera asi, devoraria los
ovulos, ya que esta especie es odfaga. Los huevos permanecen
ocultos en el fondo, a salvo de la voracidad de sus propios padresy
otros depredadores, durante 2 dias, al cabo de los cuales nacen las
larvas. Asimismo, éstas permanecen ocultas en el fondo o
pegadas a las plantas acudticas durante 2 6 3 dias mas,
alimentandose del vitelo. A medida que crecen, se adhieren a
superficies cada vez mas altas, hasta que al 4° ¢ 5° dia de vida,
dependiendo de la temperatura del agua, alcanzan la superficie
de lamisma, llenan la vejiga gaseosa con aire atmosférico (Goolish
and Okutake, 1999) y empiezan ya a nadar y a alimentarse de
cualquier protozoo que puedan tragar entero.

Lareproduccion del Danio cebra en cautividad

Como hemos sefalado antes, para reproducir esta especie en
nuestros animalarios debemos recrear lo que se ha observado en
lanaturaleza.

Podemos dividir las técnicas de reproduccién en cautiverio en
dos tipos: técnicas de reproduccion ex situ y técnicas de

reproducciéninsitu.

Reproduccién exsitu

Lo habitual es reproducir esta especie en peceras de
reproduccion distintas a las peceras de estabulacion. Estos
animales pueden reproducirse en parejas, en trios de un machoy
dos hembras, o una hembra y dos machos, o en grupo. Los
cuartetos de un macho y tres hembras o tres machos y una
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hembra no suelen dar resultado, aunque en algunas ocasiones
puedan hacerlo (observacion personal).

La frecuencia de reproduccién usando esta técnica deberia
ser,como mucho, de una vez a la semana para el mismo ejemplar.
Si después de varias semanas éste deja de reproducirse, debe
dérsele undescanso de 2 0 3 semanas para que se recupere.

Las peceras de reproduccién son de tamaio pequeno
(aproximadamente de 1 0 2 litros de capacidad) para una pareja o
un trio, o mayores para grupos. Como esta especie es oofaga,
siempre deben tener un doble fondo. El fondo superior consiste
en una rejilla, o una placa horadada, que deja pasar los huevos al
fondo inferior, en el que quedan a salvo de la voracidad de sus
padres (verFigura 1).

Figura1.

Estas peceras son de plastico transparente, pero debe tenerse
en cuenta que, tal y como demostraron Jacobo Cela, Juan Ramos
yJuan Martin en un péster presentado en el congreso de la SECAL
(2009), los danios cebra prefieren desovar sobre un fondo oscuro
auno claro.Pueden colocarse las peceras sobre una mesa oscura.

Una alternativa muy popular hace afos, pero ya pasada de
moda, consiste en llenar el fondo de un acuario con canicas y
cubrirlo con unos centimetros de agua. Las canicas mimetizan los
guijarros de un rio. Los huevos quedan ocultos en los huecos
entre las canicas y asi los padres no pueden comérselos
(Westerfield, 1995). Para recoger los huevos, hay que sacar las
canicas, lo que dificulta la tarea; resultan preferibles las peceras
condoblefondo.
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Como estos peces se aparean por la manana, cuando se
encienden las luces del acuario, se traslada a los reproductores de
sus peceras de estabulacion a las de reproduccion el dia anterior
por la tarde, por lo que han de pasar toda la noche en las mismas.
Puesto que estas peceras de reproduccion carecen de filtro y el
volumen de agua es muy pequefio, se corre el riesgo de que el
amoniaco que excretan los animales se acumule en exceso y
produzca una intoxicacion. Para evitarlo, sélo se deja en estas
peceras a los reproductores desde la tarde anterior al dia de la
puesta hasta después de la misma. Entonces, debe devolvérselos
alas peceras de estabulacién. Nunca se los deja en ellas mas de un
diaynoselosalimenta mientras permanezcan en las mismas.

En caso de que se necesiten embriones en un estadio de
desarrollo muy concreto (por ejemplo, para microinyeccién de
embriones), es necesario mantener separados al macho y a la
hembra enla pecera de reproduccion hasta el momento deseado.
Para ello, las peceras de reproduccién comerciales incorporan en
su parte media una ranura en la que se puede insertar una placa
transparente de quita y pon, que las divide de dos mitades (ver
Figura 2). En una mitad se pone al machoy en la otra a la hembra.
De esta forma, pueden verse y olerse, pero no tocarse. Cuando se
desee que los peces empiecen a aparearse, basta con retirar la
placaseparadora.

Figura 2.

Hemos de advertir que en un par de ocasiones algunos de
nuestros peces se las arreglaron para aparearse con placa
separadora de por medio. Esto es excepcional (y muy notorio).

En principio, lo Unico que se necesita para que una pareja se
reproduzca es poner juntos al macho y a la hembra en estas
peceras de reproduccién por la tarde y dejarlos tranquilos hasta la

manana siguiente. La tranquilidad es muy importante, ya que
aunque esta especie tolera cierto movimiento de personal
alrededor, no se aparearan si hay excesivo barullo en torno a la
pecera (observacion personal).

Ahora bien, hay una serie de técnicas de enriquecimiento
ambiental que estimulan la reproduccién de esta especie, asi que
silastomamos por norma, conseguiremos mejores puestas. Estas
técnicas de enriquecimiento son especialmente importantes con
aquellos ejemplares en cuyas peceras de reproduccién se han
colocado placas separadoras. El hecho de que los animales no
puedan reproducirse a la hora que deseen, sino a la que
deseemos nosotros, suele conllevar peores puestas que en
aquellos ejemplares que se han dejado juntos sin placa
separadora.

La técnica de enriquecimiento ambiental mas habitual
consiste en colocar en las peceras de reproduccion unas fibras
artificiales, que imitan las plantas acuaticas de las orillas de los rios
y lagunas en las que viven estos peces, o la hierba sumergida de
los prados inundados (ver Figura 3). No obstante, pese a la
popularidad del método, aconsejado en todos los libros, al
parecer légico, intuitivo y, por qué no, una pizca romantico,
nosotros no hemos detectado ninguna correlacién entre su
empleo y el éxito de puesta. Por ejemplo, en 123 cruces -
realizados en distintos dias, de lineas silvestres, transgénicas y
mutantes, agrupando los reproductores en parejas, en trios de
dos machos y una hembra, y de un macho y dos hembras, con
placa separadora y sin ella, usando peceras de reproduccion ex
situ de 1 litro del modelo comercializado por Aquaneering - el
éxito de puesta fue siempre similar tanto en peceras con plantas
acuaticas artificiales, como en peceras sin ellas. En total, de 62
peceras con plantas acuaticas artificiales, pusieron 30 (48.38%) y
de 61 peceras sin plantas acuaticas artificiales, pusieron también
30(49.18%).

Figura3.
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Si se reprodujera un grupo de peces en una pecera grande y
desnuda, si podria ser l6gico que los animales escogieran las
plantas acuaticas para reproducirse, al constituir éstas el Unico
punto focal en ese mundo desnudo y transparente. Algo similar a
cuando los roedores escogen la esquina de la jaula para marcar el
territorio o esconder alimento.

Si se emplean plantas acuaticas artificiales, conviene tener en
el acuario un recipiente lleno de desinfectante (como el que se
emplea para desinfectar material de laboratorio) o agua con lejia,
en el que se sumerja esta fibra artificial, o cualquier otro material
que haya entrado en contacto con el agua (como los salabres),
para desinfectarlo y poder volver a usarlo, tras haberlo aclarado
muy bien en agua del grifo, sin riesgo de transmision de
patégenos de unas peceras a otras.

Una técnica tradicional en acuaristica clasica, que a nosotros
nos da excelentes resultados, consiste en alimentar en
abundancia a los reproductores a lo largo de todo el dia anterior a
la puesta (es decir, alo largo del mismo dia en que se los va a cruzar
por la tarde para que pongan a la manana siguiente),
preferentemente con alimento vivo, o congelado. Nosotros
usamos los mismos nauplios de artemia con los que alimentamos
a los alevines, o bien artemia adulta congelada, o larvas rojas de
mosquito congeladas, o una combinacién de nauplios de artemia
vivos y comida congelada (pero alternédndolas). El alimento
congelado se les debe dar en porciones pequeias varias vecesalo
largo de todo el dia, ya que si se les da en porciones grandesen 10
2 tomas, los peces sélo comeran hasta que se llenen, dejando
entonces de alimentarse, y pudriéndose los restos sin devorar en
el agua. En cambio, en el caso de alimentarlos con nauplios de
artemia vivos, lo que da mejor resultado consiste en darselos
varias veces a lo largo del dia, y en cantidad suficiente para que se
forme una nubecilla de nauplios que rodee a los peces y asi éstos
tarden mésen devorarlos.

Otra técnica tradicional en acuaristica clasica consiste en
anadir un chorro de agua fria al acuario de reproducciéon cuando
se quiera que los animales empiecen a aparearse (por ejemplo,
tras retirar la placa separadora). Se supone que el descenso
repentino en la temperatura del agua mimetiza el efecto del
aporte de agua fria de la montana, procedente del Himalaya, que
se produce en los rios indios durante el monzén de verano.
Nosotros usamos esta técnica durante varios anos, pero ya la
hemos abandonado al no observar ninguna correlacién entre su
empleoy el éxito de puesta.
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Aunque se insista normalmente en que estos peces se
aparean soélo tras la salida del sol, en cautividad es posible
conseguir puestas mas tardias. Algunas parejas se hacen las
remolonas y no empiezan a aparearse hasta 2 o 3 horas tras el
encendido de las luces. En una sesién de microinyeccion es
posible conseguir huevos incluso a la 1 de la tarde (si las luces se
encienden a las 8 0 9 de la mafana). En una ocasion, parejas de
peces que llevaban desde la tarde anterior en peceras de
reproduccién ex situ con placa separadora (Figura 2), se
reprodujeron al retirarles la placa separadora a las 3 de la tarde
(horadeencendidodelasluces:8delamanana).

Sitras retirar la placa separadora no se aprecia cortejo, eso no
significa necesariamente que esos peces no vayan a poner ese
dia. Puede que empiecen a poner tras 1 hora o mas.
Personalmente, hemos observado que es mas probable que los
peces empiecen a reproducirse inmediatamente tras retirar la
placa separadora si hay 2 machos por hembra. Asimismo, es mas
probable que los mismos ejemplares pongan 2 0 3 vecesalolargo
de unamafanasiestan en pareja. Si estdn en triosde 2 machosy 1
hembra, da la impresion de que el doble de estimulacién en el
cortejo induce a la hembra a poner todos sus huevos de
inmediato, mientras que si se encuentran acompanadas por 1
solo macho, la estimulacidon que reciben es menor, pueden tardar
mds en empezar a poner huevos y lo hacen en varias tandas, de
forma més pausada, pero més prolongada en el tiempo.

Naturalmente, para que haya puesta primero tiene que haber
cortejo. Si el macho no corteja a la hembra, ésta no pondra
huevos. Pero es bastante frecuente que el macho siga cortejando
a la hembra cuando ésta ya ha puesto todos los huevos. Si es el
caso y en otra pecera tenemos un macho que se muestra
indiferente y no estd cortejando a su hembra, podemos trasladar
al macho que aun corteja a esta otra pecera (sin necesidad de
retirar al macho indiferente que ya habia). Haciéndolo asi, es muy
probable que esta hembratambién ponga huevos.

¢Y si lo que necesitamos son miles de huevos puestos
simultaneamente? Hacerlo mediante el sistema clasico que
hemos explicado seria muy costoso en tiempo y espacio. Para
casos asi, la empresa Tecniplast comercializa un acuario de
reproduccion llamado iSPAWN (ver Figura 4; Adatto et al., 2011).
Consiste en un gran recipiente, con una capacidad de 100 litros,
independiente de los acuarios de estabulacién, que se puede
apoyar en el suelo sobre cuatro patas. Esta dividido en tres
componentes: la cdmara externa, la plataforma de puesta y el
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separador. La tarde anterior al dia de la puesta, se llena la cdmara
externa de agua y se mete dentro la plataforma de puesta,
empujandola hasta el fondo. Esta consiste en un recipiente con un
fondo de rejilla ondulado. La distancia entre la cresta de las
ondulaciones y los valles es de 12.7 mm. Luego se echan las
hembras en el recipiente. Tras eso, se afiade el tercer componente,
el separador: una rejilla horizontal que se coloca sobre las
hembras, por lo que éstas quedan nadando en la mitad inferior
del iISPAWN. Sobre el separador se echan los machos (que quedan
nadando en la mitad superior). El nimero maximo de ejemplares
que debe anadirse es de 250 (porque si la densidad es de mas de
2.5 ejemplares por litro, las puestas no son tan buenas), echando
mas machos que hembras para mejorar la fecundacién de los
huevos. A la mafana siguiente, se retira el separador para juntar
ambos sexos y se eleva la plataforma de puesta hasta que las
crestas del fondo de rejilla quedan a ras del aguay los valles a tan
s6lo 12.7 mm de profundidad. Esto desencadena de inmediato
una suerte de orgia piscicolaaloromanoy los huevos caen «<como
copos de nieve» (sic), atravesando la rejilla de la plataforma, hasta
el fondo de la cdmara externa, que tiene forma de embudo.
Abriendo una llave inferior, se recogen facilmente. En los
experimentos de prueba, dejaban a los peces aparearse durante
10 minutos, asi se aseguraban que todos los embriones estaban
en el mismo estadio. Las cifras que dan oscilan entre 6800 y 8600
huevos puestos en esos 10 minutos.

Figura4.

20

Lo que no mencionan es que luego hay que separar los
machos de las hembras; y sison 250 ejemplares, aconsejo ayuda si
uno notienela expectativa profesional de vender el cupén.

Reproduccidéninsitu

Una alternativa al apareamiento en peceras de reproducciéon
consiste en el apareamiento en la propia pecera de estabulacién.

Esto tiene varias ventajas. La primera es de orden préctico: se
emplea menos tiempo reproduciendo los peces en la propia
pecera de estabulacién que en peceras de reproduccién. La
segunda consiste en que de esta forma se pueden conseguir
puestas mas frecuentes que las semanales tipicas de la
reproduccion ex situ. En un articulo clasico (Eaton and Farley,
1974a) se afirma que hembras de 12 meses de edad ponian
huevos con una frecuencia de 1.9 dias (con una media de 23.1
huevos por pareja), disminuyendo a 2.7 dias después de 3 meses
(conunamediade 60.4 huevos por pareja).

Si en lugar de tener una pareja por acuario se tiene un grupo
de varios machosy hembras, se consiguen puestas diarias porque
endistintos dias se reproducen distintos ejemplares.

Un sistema tradicional de reproduccion in situ no es sino una
variante de la técnica de las canicas que se explicé anteriormente,
y consiste en llenar una placa de Petri de canicas y colocarla en el
fondo de la pecera de estabulacién. Los peces escogeran ese lugar
para poner los huevos. Hay que tener en cuenta que siun ejemplar
territorial hace suya la placa, impediré que el resto de ejemplares
del mismo sexo se apareen (véase mas adelante).

La empresa Aquatic Habitats ha disefado dos sistemas de
reproduccion in situ. El Breeder Tank Insert (ver Figura 5) consiste
en un pequefo recipiente provisto de una ventosa, que se puede
pegar a la altura que se desee en las paredes internas del acuario
de estabulacion. Este modelo tiene por tapadera una rejilla de
quita y pon. Los huevos la atraviesan y van a parar al interior del
recipiente, donde quedan a salvo de la voracidad de sus padres.
Sobre esta rejilla se pueden colocar fibras artificiales para imitar
las plantas acudticas. Cuando se pega a las paredes internas del
acuario de estabulacion, este ponedero queda ya en una posicion
naturalmente inclinada, asi que se puede colocar de forma que el
borde superior coincida con el nivel del agua (ver Figura 6).
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Figura5.

Figura 6.

Se consiguen mejores resultados si se introducen 2 o mas
unidades dentro de la pecera de estabulacion (observacion
personal, ver Figura 7). Esto es coherente con la teoria de que
algunos ejemplares se vuelven transitoriamente territoriales
durante la reproduccién, tanto machos (Spence and Smith, 2005),
como hembras (Gerlach, 2006; véase més adelante). Un individuo
territorial hard suyo el ponedero e impedird que otros ejemplares
del mismo sexo se apareen. Por ello, la colocaciéon de 2 o mas
unidades
Nosotros no hemos encontrado ninguna correlacion entre el
empleo de plantas acudticas artificiales y el éxito de puesta en
estetipo de ponederos.

incrementa notablemente el nimero de huevos.
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Figura7.

Con este modelo de ponedero pueden conseguirse puestas
tanto si se introduce dentro del acuario de estabulacién la tarde
anterior a la manana de la puesta, como si se introduce la misma
mafana de la puesta (observacion personal). Esto ultimo no
puede darse por seguro, pero es muy frecuente'.

Hay que tener en cuenta que usando este método perdemos
control sobre la hora de la puesta (a no ser que introduzcamos el
ponedero por la mafana y lo saquemos un rato mas tarde,
cuando veamos que ya hay huevos) y la paternidad de la
descendencia (anoserque enla pecerade estabulacién haya sélo
una pareja de peces o un trio en el que el pez que tenga
importancia sea el de sexo unitario).

El Breeder Tank Insert sélo tiene dos problemas. El primero
consiste en que, al estar dentro de las peceras de estabulacion,
puede ensuciarse de restos de comida, por lo que es necesario
sacarlo y lavarlo diariamente, incluso aunque los peces no hayan
puesto huevos ese dia (nétese en las Figuras 6 y 7 que los tanques
estan pegados a la pared trasera de la pecera de estabulacion, ya
que se alimenta a los animales por la parte delantera y asi hay
menos probabilidad de que caigan dentro de los mismos restos
de comida). El segundo consiste en que la ventosa, a fuerza de
usarla, acaba perdiendo adherencia y es necesario reemplazarla.
Aquatic Habitats vende ventosas de reemplazo.

'En una ocasién, unos peces se aparearon a las 3 y media de la tarde en una de estas
peceras, que yo habia colocado hacialas 12y mediaola 1 delatarde.
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Una alternativa casera a este modelo consiste en colocar la
parte superior de fondo horadado de las peceras de reproduccién
ex situ dentro de las peceras de estabulacion, apoyando los
bordes superiores de las primeras sobre los de las segundas, y
mantener ahi los peces indefinidamente junto con plantas
acuaticas artificiales (ver Figura 8; Gonsar et al., 2012). El sistema
decirculacién delagua permanece abierto y se puede alimentar a
los animales de forma normal. Cuando éstos se aparean, los
huevos atraviesan el fondo horadado de las peceras de
reproduccion y caen al fondo de las peceras de estabulacion, de
donde se pueden recoger simplemente sifonandolos. Si se
adopta este sistema, hay que elegir peceras de reproducciéon de al
menos 2 litros, porque en el modelo habitual de 1 litro de
capacidad los peces estan demasiado constrefidos. Un
inconveniente que vemos a este sistema es que para recoger los
huevos del fondo de la pecera de estabulacidon hay que sacar la
parte superior de la pecera de reproduccioén, junto con los peces, y
colocarlo todo provisionalmente en un recipiente lleno de agua.
Una vez recogidos los huevos, se vuelve a pasar la parte superior
de la pecera de reproduccién, junto con los peces, a su lugar
original hasta el dia siguiente.

Figura8.

El otro modelo de Aquatic Habitats recibe el nombre de Mass
Embryo Production System o MEPS (ver Figura 9). Consiste en un
acuario cilindrico y opaco construido en dos tamarnos, con
capacidades de 80y 242 litros respectivamente, que dispone de
su propio filtro e iluminacion, y que se puede conectar a la
circulacién de agua de un acuario tipico con estantes, o funcionar
como un sistema de circulacion abierto. En él pueden mantenerse
los peces permanentemente (hasta 2000 ejemplares en el modelo
de 242 litros y 660 en el de 80 litros). En ambos modelos, puede
colocarse una o mas plataformas de reproduccion, consistentes
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en embudos con unarejilla en su parte superior. Estas plataformas
de reproduccién se pueden ubicar a distintas profundidades y
decorarse con plantas acuaticas artificiales. Cuando los peces
desovan sobre estas plataformas, los huevos atraviesan la rejilla y
son conducidos por el embudo a un tubo unido a él en el que se
bombea aire, que lleva los huevos a un colector, desde el que se
pueden recoger facilmente sin molestar a los peces (Harper et al.,
2011).

Figura9.

El hecho de que este acuario tenga su propio sistema de
iluminacién (de encendido y apagado progresivos) y sea opaco
significa que se puede programar para que tenga un ciclo
luminico distinto al del resto de peceras del acuario y conseguir
asi grandes puestas (de decenas de miles de huevos) a la hora que
se prefiera’.

Yo no tengo experiencia con este sistema, pero me pregunto: en caso de que esté
aislado de la circulacion del agua del acuario y sea, por tanto, un sistema de
circulacion cerrado, jverdaderamente deben mantenerse indefinidamente 2000
pecesen 242 litros?
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La empresa Aquaneering ha construido un sistema similar a
éste. Se trata del AquaSpawner 100 (ver Figura 10). También
consiste en un cilindro opaco, con tapadera e iluminacién propias
para independizarse del ciclo luminico del acuario general. La
cubeta tiene 100 litros de capacidad, puede conectarse al sistema
de circulacién del agua del acuario general o disponer de filtro
propio. Puede albergar indefinidamente hasta 1500 peces. Los
ponederos consisten en hasta 3 bandejas que tienen por tapadera
una rejilla azul sobre la que pueden anclarse plantas acudticas
artificiales. Estas bandejas se ubican en el momento en el que se
deseen puestas, inclinadas y con el borde superior a ras del agua.
Si se necesitan huevos de un estadio concreto, se pueden colocar
las bandejas, dejarlas unos minutos, sacarlas de sus soportes y
sustituirlas por otras nuevas mientras se recogen los huevos que
haya en las primeras.

Figura10.
Experimentos:

Uno de los primeros experimentos cientificos relativos a la
reproduccion en cautividad de esta especie se llevé a caboalla por
las postrimerias de los afos 50. Ngawang Gonsar y sus
colaboradores afirman que Roméo Legault publicé en 1958 que si
se mantiene a estos animales a 26°C, ponen cada 5 dias; mientras
que si se aumenta la temperatura a 30°C, ponen cada 2 dias
(Gonsar et al, 2012); pero es mentira. Lo cierto es que el
experimento consistiéo en un control de la hora de las puestas,
retrasando artificialmente el xamanecer». Legault mantenia entre
48y 60 ejemplares adultos en un acuario de 58x29x29 cm, con un
ratio de 2 machos por hembra. Un cartédn oscuro tapaba las
paredes laterales y trasera del acuario, y sélo la pared frontal y el
techo eran transparentes. La «<noche» se conseguia tapando el
techo y el frontal, y el xamanecer, retirandolos. Haciéndolo asi,
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lograba puestas, casi todos los dias, de entre 50 y 100 huevos.
Consiguié que los peces pusieran incluso a las 2 de la tarde,
cuando lo normal es que lo hubieran hecho entrelas 7 ylas 8 de la
manana. Este acuario tenia en su parte media un cristal vertical
separador, pegado al fondo y de unos 12 cm de altura, que lo
dividia longitudinalmente en dos partes. La mitad trasera se
llenaba hasta el borde (los 12 cm de altura) de arena clara. Ahi se
podian anclar plantas acuaticas. El fondo de la mitad anterior se
cubria de canicas. Los peces ponian siempre en el fondo de
canicas, no en la mitad cubierta de arena clara aunque fuese mas
somera (verFigura 11; Legault, 1958).

Figura11.

Exactamente ese mismo modelo de acuario, con las mismas
medidas y todo, es el que describe 10 aflos mas tarde Wolfgang
Wickler en su clasico La Cria de los Peces de Acuario, salvo que,
seguramente por motivos estéticos, sustituye las canicas por
guijarros (Wickler, 1968).

En 1974, se dejaron juntas permanentemente parejas de
estos peces, de 12 meses de edad, y se concluyd que ponian con
una periodicidad media de 1.9 dias, demorandose a 2.7 dias tres
meses después. La temperatura del agua oscilaba entre 25y 27°C.
El mantenimiento de estos animales en agua dura o en grupos de
3 machosy 1 hembra no influia en este ciclo. También se probé a
separarambos sexos durante periodos al azar, de entre 2y 9 dias, y
reproducirlos después, pero se conseguian mejores puestas
manteniéndolos siempre juntos. Ademas, fue imposible
conseguir huevos viables intentando extraerlos manualmente
(véase mas adelante), si el macho no estaba presente desde, al
menos, 7 horas antes del momento de la extraccion (Eaton and
Farley, 1974a).




Articulos

Estos mismos autores, en otro articulo publicado ese mismo
ano, afirman que esta especie empieza a poner cuando los
machos alcanzan una longitud de 23.1 mmy las hembras de 24.9
mm (Eaton and Farley, 1974b).

Un afo mas tarde, se estudiaron distintos estimulos que
desencadenaban la ovulacién de esta especie y se compararon
los resultados (Chen and Martinich, 1975). Los estimulos fueron:
presencia de feromonas secretadas por los machos, choque
térmico (pasando las hembras de un acuario de estabulacion a
27°C a uno de puesta, experimental, a 21°C), ausencia de
metabolitos generados por otros danios cebra de ambos sexos,
presencia visual (pero no quimica) de un macho y estimulacién
auditiva o de la linea lateral. Los resultados son un poco confusos.
Parece claro que la ausencia de metabolitos de otros peces es un
factor muy importante, y que sélo la vision de un macho, o la
estimulacién auditiva, o de la linea lateral no influyen en absoluto.
Pero mientras que en la tabla que se incluye en el articulo, el
choque térmico aparece como un estimulo muy importante y la
presencia de feromonas secretadas porlos machos séloinfluye en
la mitad de los experimentos, en los resultados y la discusion
jestos autores afirman justamente lo contrario! Seguramente,
hubounaerrataenlaelaboraciéondelatabla.

Frecuentemente se dice que esta especie se aparea en
grupos, pero Sophie Hutter (Hutter et al., 2010) afirma que esto
sélo ocurre en peceras pequefas con una densidad de poblacion
muy alta, mientras que en peceras grandes (1100 litros) y con baja
densidad de poblacion, prefieren aparearse en parejas. Ademas,
ha observado seleccién sexual’.

Aunque esta especie no es territorial en sentido tipico, es
decir, no forma territorios alimentarios permanentes, se ha
descrito que algunos machos pueden ser transitoriamente
territoriales en lazona de reproduccién (Spence and Smith, 2005).
Defienden una pequefa parcela, similar a las arenas de los
combatientes o los urogallos, en la que no dejan entrar a otros
machos, sélo mientras se estan reproduciendo. Esto no lo hacen
todos los machos (los que no lo hacen, persiguen a las hembras) y
Sophie Hutter (Hutter et al., 2010) afirma que este
comportamiento es muy raro en peces mantenidos en peceras

’El Ginico inconveniente que encuentro a este articulo es que, aunque pretendian
ofrecer a sus peces (descendientes de ejemplares capturados en la naturaleza) un
ambiente natural, lo cierto es que sus acuarios tenian una profundidad uniforme de
i80cm!, muy alejada dela elegida por esta especie en la naturaleza para aparearse.
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grandes, por lo que podria ser un artefacto producto de las
condiciones ambientales. Sin embargo, Spence ha observado
este mismo fendmeno en peces mantenidos a baja densidad
(Spence et al., 2006), concluyendo que a baja densidad la
paternidad de los embriones favorece a los individuos
territoriales, pero que a alta densidad no se nota diferencia entre
unos y otros (en su articulo no deja claro como distinguié a los
individuos territoriales de los no territoriales en los experimentos
a alta densidad). Por su parte, Gabriele Gerlach (Gerlach, 2006)
afirma que algunas hembras también forman territorios similares.

Y ya que hablamos de densidades, en un experimento
multitudinario e internacional en el que también participaron
espafnoles (Castranova et al., 2011) se concluyé que no se
observan diferencias en el rendimiento de las puestas, ni en la
supervivencia de los embriones si se mantiene a los padres en
densidades que van desde los 3 peces por litro a los 12 peces por
litro. Hay que tener en cuenta que los peces se mantenian en
peceras colocadas en estantes y conectadas a un sistema general
de circulacién semiabierto (el agua circula continuamente entre
las pecerasy elfiltro, y todos los dias se cambia una parte poragua
nueva). Como, ademas del agua de las peceras, hay que contar el
agua de los filtros y de las tuberias, los peces disponen, en
realidad, de mds volumen de agua circulando continuamente
entre la pecera y el filtro que el de la pecera en si. O sea, el
resultado de este experimento no vale como excusa para
mantener densidades de 12 peces adultos por litro en acuarios
aislados (como un acuario casero), sino para aprovechar mejor el
espacio en sistemas de estanterias conectadas a un filtro central.
Ademés, el experimento se centra sélo en los resultados de la
puesta y no analiza si se produce algun efecto fisiolégico debido
al estrés al mantener a largo plazo, a los animales en densidades
tan altas. Nosotros hemos observado una mayor incidencia de
peces enfermos si se mantienen en alta densidad durante
periodos prolongados.

Por otro lado, Rowena Spence (Spence and Smith, 2006)
asegura que los machos forman jerarquias, pero que las hembras
no prefieren aparearse con machos jerarquicamente
dominantes’. Una hembra puede aparearse con un macho
agresivo simplemente porque éste ahuyente a los otros machos,
no porque le atraiga especialmente. Lo mismo puede decirse de
los machos territoriales (Spence et al., 2008).

‘Ahora bien, Spence parece tener ideas propias acerca de lo que es una jerarquia;
término, por otra parte, que muchos investigadores confunden, ya que llaman
«jerarquia» alo que Dios les da a entender. En miopinién, los resultados de Spence se
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En otro experimento (Watt et al., 2011), se cruzaron a la vez
dos machos con una hembra. Uno de los machos se consideraba
dominante (en realidad, era simplemente mds agresivo que su
companero) y el otro, subordinado. Al hacer un andlisis de
paternidad, se comprobé que siambos machos eran mas o menos
del mismo tamano, la mayor parte de los alevines eran hijos del
macho dominante; pero que si el subordinado era més pequefo
que su compafero, él era el padre de la mayoria de los alevines.
Esto seachacé aunamayoragilidad del pequefio frente al grande.

En cuanto a la relacion de tamaio de los reproductores, los
estudios son un poco confusos. Mientras que M. Pyron (Pyron,
2003) afirma que las hembras prefieren aparearse con machos
grandes y que a los machos no les importa el tamafio de las
hembras, Sophie Hutter (Hutter et al., 2010) afirma jjusto todo lo
contrario!, argumentando que los resultados de Pyron son un
artefacto, resultado de las condiciones ambientales en las que
este autor mantenia a sus peces. Nuestra experiencia personal es
que los mejores resultados se consiguen cuando el tamaiio de los
ejemplares reproductores es parecido, tanto si son dos
ejemplares de tamano pequeiio, mediano o grande.

Una disparidad de tamafo entre el macho y la hembra no
impide la reproduccion, pero si la dificulta. El nimero de huevos
depende del tamafio de la hembra. Las hembras grandes ponen
mas huevos que las hembras pequeiias. Como estos peces crecen
durante toda su vida, las hembras son mas grandes cuanto mas
viejas. Como se ha comentado anteriormente, se ha observado
que empiezan a poner cuando alcanzan una longitud estandar
(medida desde el hocico hasta la base de la aleta caudal) de 24.9
mm las hembrasy 23.1 mm los machos (Eaton and Farley, 1974b).

deben a que, en realidad, ella no observé ninguna jerarquia. Simplemente llama
«dominantes» alos machos que establecen territorios transitorios de reproducciony
«subordinados» a los que no lo hacen. El concepto de jerarquia de Gabriele Gerlach
(Gerlach, 2006) y el de Gregory Paull (Paull et al., 2010) son similares al de Spence.
Pero ser territorial no significa ser jerdrquicamente dominante. Es l6gico que un
animal que establece un territorio lo defienda agresivamente y no permita el paso de
otros individuos de la misma especie, sin que eso implique ninguna relacién de
jerarquia entre ellos. En cuanto a Earl Larson (Larson et al., 2006) y Watt (Watt et al.,
2011),llaman jerarquia a unfendmeno que se explicard mas adelante, consistente en
que cuando se ponen dos machos juntos en una pecera, suele ocurrir que el mas
agresivo acose al menos agresivo y acabe arrinconandolo contra una esquina de la
pecera. Yo dudo que el danio cebra forme jerarquias, y creo que para afirmar tal cosa
se necesitan estudios mas rigurosos que los que se han hecho hasta el momento y
menos influencia de los documentales de la televisién, que parecen dar a entender
que cualquier especie animal que viva en grupos ha de formar forzosamente
jerarquias (para mas informacion sobre este tema, puede consultarse Drews, 1993).
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Con esa longitud, ponen pocos huevos. Esta longitud suele
alcanzarse hacia el 3° 0 4° mes de vida en cautividad, pero en la
naturaleza el comienzo de la madurez sexual puede demorarse
hasta el 5° o 6° mes de vida (Engeszer et al., 2007)°. En un
experimento hecho con hembras de distinto tamafo pero misma
edad (Uusi-Heikkila et al., 2010), se comprobé que las hembras
grandes ponian mas frecuentemente y mayor cantidad de huevos
que las hembras pequefas; ademas, sus embriones sobrevivian
mejor que los de las hembras pequefas. Los huevos de las
hembras pequefias eran mayores en didmetro que los de las
hembras grandes, pero el tamaiio del embrién y del vitelo no
diferia. Los huevos puestos por hembras grandes eclosionaban
antes que los puestos por hembras pequefas, y aunque la
longitud de los embriones no diferia, el volumen corporal de los
hijos de hembras grandes era mayor que el de los hijos de
hembras pequenas, asi como también era mayor el tamano del
saco vitelino de los embriones hijos de hembras grandes que el de
los hijos de hembras pequenas.

Segun Gabriele Gerlach (Gerlach and Lysiak, 2006), los danios
cebra son capaces de reconocer a sus hermanos por el olor y
poseen un mecanismo de prevencion de consanguinidad, por lo
que prefieren aparearse con individuos no emparentados con
ellos. Esto puede implicar un problema en el laboratorio, donde es
habitual la consanguinidad, sobre todo de las estirpes mutantesy
transgénicas.

En un experimento realizado por espafoles, se observé que
los peces ponian huevos durante las primeras 5 horas tras el
encendido de las luces (ciclo de luz-oscuridad: 14-10 horas), pero
el mayor pico se producia tres horas tras el encendido de las luces
(Blanco Vives and Sanchez Vazquez, 2009). Lo Chai Chen observé
personalmente puestas realizadas a medianoche en oscuridad
(Chenand Martinich, 1975).

Ya hemos visto que en la naturaleza estos peces se aparean en
las orillas, en zonas de muy poca profundidad. Una orilla es una
rampa inclinada. En las peceras de reproduccién, que tienen
fondo plano, nosotros decidimos la profundidad del agua. Pero
quizés esta profundidad no sea la favorita de nuestros ejemplares.
¢{Por qué no darles un rango de profundidades y dejar que ellos
decidanlaque prefieran?

°Es importante entender que los peces no son ratones y no empiezan a aparearse
cuando alcanzan cierta edad, sino cierto tamaio. Que un pez tenga 3 meses de vida
no esgarantia de que ya se pueda aparear.
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Figura12.

Estofuelo que hicieron Anna Sessay sus colaboradores (Sessa
et al.,, 2008). En las peceras de reproduccion ex situ con doble
fondo es posible colocar inclinada la mitad superior para que
forme una rampa (ver Figura 12). Nosotros hemos probado este
truco y, aunque no hemos conseguido unos resultados tan
espectaculares como los que esta autora muestra en su articulo, si
se nota cierta mejoria en las puestas. Para que dé resultado, es
importante que el extremo superior de larampa quede a la altura
del nivel del agua o, incluso, un poco por encima; si queda por
debajo del nivel del agua, el resultado es peor (observacién
personal). Alos peces parece gustarles que el fondo esté inclinado
y suelen elegir poner en el extremo superior de la rampa, incluso
aunque queden momentaneamente emergidos y no puedan
respirar. Otra ventaja de este sistema es que los huevos se ven con
mas facilidad en el fondo inferior. Si no se ha colocado placa
separadora, se puede dejar el fondo superior inclinado desde la
tarde anterior a la puesta, para que pasen toda la noche asi o, en
caso de que se haya colocado placa separadora, inclinarlo
inmediatamente tras retirarla. Ademads, si comprobamos que al
cabo de 1 o 2 horas no hay huevos en una pecera sin fondo
inclinado, podemos inclinarlo y esperar un rato. Hay cierta
probabilidad de que ahora se decidan a poner (observacion
personal).

;Mantenerlos sexos juntos o separados?

Hay cierta tendencia a mantener en esta especie los sexos por
separado, quizas por influencia del ratén. Yo mismo solia hacerlo
asi, creyendo que si los mantenia juntos se reproducirian sin
control en la pecera de estabulaciéon y no pondrian huevos
cuando los necesitase.
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No obstante, mantener los sexos por separado durante
periodos largos de tiempo da problemas. El mas importante es
que las hembras siguen produciendo évulos, pero no los ponen.
Los évulos se acumulan dentro del cuerpo de la hembra, lo que
puede acarrear dos consecuencias desagradables:

a) Losdvulos se hacen viejos dentro del cuerpodelahembray
sufren ataques de hongos (quizds porque el 6vulo ha
muerto o estd moribundo). Cuando, finalmente, esa
hembra pone, al principio parece que los huevos estan en
buen estado. Pero al cabo de una hora, o incluso menos,
puede observarse un pequeno micelio en el interior de los
huevos similar a un puntito blanco (advirtamos que dentro
del huevo no debe haber nada a excepcion del embrién y
el vitelo). Ese micelio crece rapidamente, cubriéndolo todo.
Asi pueden perderse puestas enteras. Si esto ocurre, la
soluciéon mas facil consiste en reproducir mas
frecuentemente esos ejemplares (que suelen estar
bastante gordos por la acumulacién de évulos), hasta que
hayan puesto todos los évulos viejos y empiecen a generar
ovulosjovenesy libres de hongos (véase mas adelante).

b) Los évulos mueren dentro del cuerpo de la hembra
formando una placa de células muertas que obstruye el
tubo ovopositor e impide que ese ejemplar ponga (Spence
et al., 2008). La hembra sigue produciendo nuevos 6vulos,
que se siguen acumulando en el interior de su vientre en un
circulo vicioso. El vientre se hincha, deformando la espina
dorsal del animal y tensando su piel hasta que acaba
sangrando y rasgandose por el mas minimo roce, y el
ejemplar termina reventando, literalmente. Estas hembras
no podran poner, incluso aunque se las junte con machosy
se les ofrezca el ponedero. Puede probarse a anestesiarlas y
darles unos masajes en el vientre en direccién a la cloaca.
Pero este método no es seguro y resulta muy delicado.
Debido ala tirantez de la piel del vientre y a su fragilidad, es
posible romperla y reventar a la hembra. Lo mas humano
con estos ejemplares es proceder a su eutanasia.

Otro problema de mantener los sexos separados durante
periodos prolongados de tiempo estriba en que las hormonas
que secretan los peces influyen estimulando el comportamiento
reproductor de los individuos del otro sexo®. Cuando, finalmente,

°Antes del cortejo, los machos secretan feromonas que inducen la ovulacién de las
hembras; para lograr esto no es ni siquiera necesario juntar machos y hembras, basta
con echarlashembras en un recipiente con agua que haya contenido anteriormente
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se los vuelve a juntar para que se reproduzcan, les cuesta mucho
hacerlo (observacion personal).

Gabriele Gerlach (Gerlach, 2006) afirma que las feromonas
secretadas por los machos influyen positivamente sobre las
hembras no sélo en la puesta, sino también en la viabilidad de los
embriones, mientras que las feromonas secretadas por hembras
que ella llama «dominantes» (refiriéndose a que forman
territorios transitorios en los lugares de puesta), influyen
negativamente sobre la aptitud reproductora de otras hembras, a
las que llama «subordinadas» (que no forman esos territorios).

En un experimento (Carfagnini et al., 2009) se observé que las
hembras mantenidas en acuarios desnudos eran mas agresivas
que las mantenidas en acuarios con plantas acudticas artificiales.
Hay que tener en cuenta que sélo habia 4 hembras en cada
acuario. Enlos acuarios plantados no se observé ninguna relaciéon
entrelaagresiony lafecundidad, pero enlosacuarios desnudos se
observo una disminucién de la fecundidad por parte de aquellas
hembras que sufrian mas agresiones.

Las hembras pueden distinguir los sexos de sus vecinos visual
u olfatoriamente. Si se las ilumina con luz blanca, pueden
distinguir machos de hembras mediante la visién, aunque no
puedan olerlos. Si se las ilumina con luz amarilla, necesitan del
olfato para distinguirlos (Hutter etal.,2011).

Una tarde me vi forzado a reproducir unos ejemplares que
vivian juntos en una pecera con sexos mezclados. No observé
ninguna diferencia en la puesta respecto a las realizadas por
ejemplares que vivian en peceras con sexos separados. Desde
entonces, mantengo los sexos juntos y los problemas que he
mencionado anteriormente, practicamente (salvo casos
excepcionales) han desaparecido.

;Sepeleanlos machos?

Ademés de reproducirlos por parejas, se pueden reproducir
por trios de un machoy dos hembras o una hembray dos machos.
La reproduccién de un macho con dos hembras tiene la ventaja
de que poniendo la mitad de cruces, se consiguen el doble de
huevos, conlo que se ahorra trabajoy tiempo. Esto se puede hacer
si sabemos que esos ejemplares son buenos reproductores. La

machos (Whitlock, 2006). Las hembras ovuladas secretan ahora feromonas que
estimulan el cortejo de los machos. Estos cortejan a las hembras y ellas desovan
(Harperetal.,,2011).
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cria de dos machos con una hembra se puede hacer si es muy
importante que esa hembra ponga huevos, aunque sean pocos;
por ejemplo, porque se pretende fenotiparla observando la
expresion de la descendencia. Pero, en este caso, ;no se pelearédn
losmachos en la pecera de reproduccion?

En un articulo anterior (Diaz Garcia, 2006) yo insistia en que
estos peces no tienen comportamiento agresivo. Lo cierto es que
si tienen comportamiento agresivo (sobre todo los machos, pero
también las hembras), pero mucho mas atenuado que en el ratén
u otros peces empleados en etologia para estudiar la agresividad.
Con el danio cebra pasa lo mismo que con otras muchas especies
de peces de cardumen (como los belicosos ciclidos
centroamericanos o los de los lagos Tanganica y Malaui), cada
ejemplar tiene un pequeno territorio individual alrededor de su
cuerpo, de aproximadamente 1 o 2 centimetros (observacion
personal) y no les hace ninguna gracia que los otros individuos lo
traspasen. La agresividad, al igual que el resto de
comportamientos instintivos, tiene su origen fisioldgico en la
elaboracion de estimulos internos generados por el sistema
nervioso central. Estos estimulos internos se acumulan y, cuando
sumados a los estimulos externos, sobrepasan cierto valor
umbral, el sujeto desencadena la accién instintiva. Esta accion
instintiva es mas intensa cuanto mayor es la acumulaciéon de
estimulos.

En un cardumen, donde cada pez esté rodeado por muchos
companeros, se desencadena el comportamiento agresivo muy
frecuentemente. Esta conducta agresiva tiene una intensidad
muy tenue, porque no da tiempo a que los estimulos internos se
acumulen; por eso no se detecta a no ser que se observe muy
detenidamente alosanimales.

El danio cebra es una especie en la que se detectan diferencias
de personalidad entre los distintos individuos. Hay individuos
mas belicosos y otros que lo son menos. Si ponemos sélo dos
individuos en una pecera, el méas belicoso se dedicara a perseguir
al més apacible por toda la cubeta, hostigandolo sin darle tregua,
porque ahora, en vez de repartir su agresividad en dosis pequefas
entre muchos compafieros, la orienta completamente hacia un
soloindividuo.

No hay que confundir este comportamiento con una
jerarquiay decir que el mas belicoso es jerdrquicamente superior,
y el menos belicoso jerarquicamente inferior. Una jerarquia se
genera tras un combate, que es tipico de especie y ritualizado;




Articulos

decimos que el ganador es jerarquicamente superior y el
perdedor jerarquicamente inferior (Drews, 1993). Esto otro no es
ninglin combate, el individuo hostigado no se defiende, no se
desencadenan todos esos comportamientos de lucha tipicos de
especiey que tan llamativos nos resultan, sélo huye; se trata de un
acoso. Es por ello que resulta muy desaconsejable mantener sélo
dos individuos en una pecera de estabulacién. No es necesario
que sean dos machos. Si no queda mas remedio que hacerlo,
puede introducirse en la pecera fibra artificial que imite las
plantas acuaticas, para que sirva de barrera visual y refugio al pez
hostigado.

En la pecera de reproduccién en la que hemos colocado un
trio de dos machos y una hembra, habitualmente los dos machos
se llevan bastante bien. Pero hay algunas ocasiones en las que los
dos machos se enzarzan en un auténtico combate. En este caso,
no tenemos a un individuo que persigue a otro, sino dos
ejemplares que se enfrentan en un combate ritualizado, que sigue
pautas de conducta instintivas, y en el que ambos se exhiben
ostentosamente (el famoso display de los anglosajones) con las
aletas desplegadas y mostrando sus colores mas intensos. Como
estos peces carecen de dientes en la boca, no pueden morderse;
el problema es que, al combatir, no se aparean con la hembra, por
lo que lo mejor es retirar a uno de ellos (observaciéon personal.
Para mas informacion sobre la conducta agresiva de esta especie,
puede consultarse a Oliveiraetal., 2011).

La fecundacion artificial:

También puede probarse a fecundar artificialmente estos
peces. La técnica se ilustra mediante un video en:
http://www.jove.com/index/Details.stp?ID=1396.

Para extraer semen de los machos, se los anestesia con
tricaina de la forma convencional; sobre un soporte hecho con
una esponja en la que se ha practicado una hendidura fusiforme
(ver Figura 13), se coloca el pez de forma que quede en decubito
supino (ver Figuras 14ay 14b), se pone aunalupa para poder verla
salida del semen, se lo seca con un trozo de papel toallero (porque
el agua activa los espermatozoides), se le aprieta suavemente el
abdomen con unas pinzas, con los dedos o con los laterales de la
propia esponja y, cuando se vea la salida del esperma, se recoge
éste con un microcapilar como los que se emplean con ratones. Si
no se quiere proceder de inmediato a la fecundacién de los
6vulos, se echa el semen en un tubo con solucion Hanks
(Westerfield, 1995) que se pone en hielo. El esperma de pez se
puede mantener congelado, como el de ratdn, indefinidamente.
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Figura 13.

Figura 14a.

Figura 14b.
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Cuando quiera realizarse la reproduccién, se anestesian las
hembras que se vayan a usar, se saca una del agua, se seca bien, y
se coloca sobre una placa de Petri seca. Con los dedos secos, se le
presiona muy suavemente el extremo anterior del abdomen hasta
que salgan los évulos. Se afladen entre 30 y 50 microlitros de la
solucion de Hanks con el semen (o éste directamente si se acaba
de extraer), se afnade 1 ml de agua para activar la fecundacion, se
revuelve bieny se ahade masagua.

Por muy facil que parezca en el video, este sistema tiene sus
trucos. El primero, hay que ser mafoso. Es muy fécil lesionar a los
animales o matarlos. Se requiere practica para extraer
correctamente tanto el semen como los évulos. Estos deberian
salir simplemente presionando con suavidad. El segundo, para
extraer 6vulos hay que tener en cuenta que las hembras sélo
ovulan estimuladas por las feromonas secretadas por los machos.
En el PRBB mantienen durante dos dias previos machos y
hembras en peceras de reproduccién, separados mediante la
placa divisora, de manera que cada uno pueda estar expuesto a
las feromonas del otro, pero sin que puedan aparearse. Durante
estos dias, alimentan a las hembras con abundantes nauplios de
artemia vivos (Juan Ramos, comunicacién personal). En el CNIC
mantenemos los sexos separados durante dos semanas. A lo largo
del dia anterior a la fecundacién artificial, alimentamos a los
reproductores (especialmente a las hembras) con abundantes
nauplios de artemia vivos. Por la tarde, colocamos una pareja de
peces o un macho y dos hembras en peceras de reproduccion,
separados por una placa divisora, y los mantenemos asi hasta el
dia siguiente. Como pasan mas de 7 horas juntos, es tiempo
suficiente para que las hembras ovulen al detectar las feromonas
secretadas porel macho (Eaton and Farley, 1974a).

Es mas facil extraer semen de los machos que évulos de las
hembras. En el CNIC, el equipo de transgénesis obtiene sus
mejores resultados con machos que han estado més de 2
semanas separados de las hembras (pueden estar separados de
las hembras incluso un par de meses sin que la calidad del semen
decaiga). Basta entonces una minima presién para conseguir una
eyaculacién abundantey con semen de muy buena calidad. Por lo
que respecta a las hembras, podemos dividirlas en dos grupos:
algunas ponen abundantes o6vulos en cuanto se aprieta
minimamente su abdomen, y otras no ponen por mucho que se
apriete. En lugar de insistir, resulta aconsejable cambiar de
hembra si al presionar un poco no pone. De otro modo, ademas
de perder el tiempo se corre el riesgo de matar el pez. Es un error
creer que pondran mas huevos o serd mas facil la extraccion a
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partir de hembras con vientres muy abultados (Vanesa Robles,
comunicacion personal). Resulta mas facil trabajar con hembras
quetengan el vientre no demasiado abultado.

Las sesiones de fecundacion artificial deben llevarse a cabo
por dos personas al mismo tiempo, una para extraer semen de los
machos y otra para extraer 6évulos de las hembras. Una sola
persona no puede dar abasto con todo. Ademas, estas sesiones
deberrealizarse lo masinmediatamente posible tras el encendido
de las luces del acuario, ya que es en ese momento cuando los
peces son mas propensos a lareproduccion.

EJEMPLOS CONCRETOS

En todos los casos que se describiran a continuacion, resulta
aconsejable alimentar a los reproductores con abundantes
nauplios de artemia viva o comida congelada, ademas de su
comida habitual, alolargo del dia que se los vaya a cruzar.

Tengo unos peces creciendo y quiero saber si ya ponen
huevos.

- Lo mds practico es usar alguno de los sistemas de
reproduccion in situ (Figuras 5-7,9'y 10). Si los peces estdn en una
pecera de estabulacién grande, lo mejor es introducir, al menos,
dos peceras de reproduccién. Estas se extraen diariamente al final
delamananay se observa si hay huevos. Hay que tener en cuenta
que como esta especie tiene crecimiento diferencial, el hecho de
encontrar huevos no significa que todos los ejemplares de la
pecera puedan reproducirse; es probable que los huevos hayan
sido puestos por una sola hembra, si son pocos, o por varias
hembras, sison muchos.

- También se puede emplear la técnica de reproduccion ex
situ tradicional (Figura 1). No se coloca placa separadora. Es mejor
mantener habitualmente los peces de ambos sexos juntos.

Tengo unos peces que ponen huevos, pero crece un micelio en
suinterior que matalos embriones.

- La razén es que esas hembras no se reproducen con la
suficiente frecuencia y los 6vulos pasan demasiado tiempo
dentro de su cuerpo, deteriordndose. Hay que conseguir que
pongan todos esos 6vulos deteriorados y produzcan una nueva
generacion de évulos sanos. Lo mas practico es usar alguno de los
sistemas de reproduccién in situ (Figuras 5-7, 9 y 10). Hay que
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asegurarse que dentro de la pecera de estabulacién hay tanto
machos como hembras. Si los peces estan en una pecera de
estabulacién grande, lo mejor es introducir, al menos, dos peceras
de reproduccion que se extraen al final de la mafana, se recogen
los huevos que haya, o se limpian de excrementos y restos de
comida, y se vuelven a colocar hasta el dia siguiente. Esto se repite
diariamente hasta que observemos que ya no crece el micelio
dentrodelos huevos.

¢Por qué al dia siguiente de recoger los huevos encuentro
algunos muertos?

- La razén habitual es que no hay desarrollo embrionario
(observacion personal). Si observamos los embriones unas dos o
tres horas tras la puesta, veremos muy facilmente las distintas
células en que se ha dividido el cigoto. Pero es habitual que
veamos también algunos huevos que no se estan desarrollando:
ésos seran los que encontremos muertos al dia siguiente. En un
experimento realizado fotografiando unas puestas toda la noche
empleando la técnica de time lapse, comprobamos que esta
muerte se produce de forma subita en un momento concreto
(todos los huevos se mueren en un periodo de tiempo inferiora la
media hora en puestas logradas mediante separador para que
todos los embriones se desarrollen coordinadamente).
Ignoramos larazén de esta falta de desarrollo.

Necesito que unos peces pongan huevos, pero no lo consigo
recurriendo a la técnica de reproduccion ex situ tradicional a
pesarde quelo herepetido varias veces.

- Paraesto esinmejorable la reproduccién in situ (Figuras 5-7,
9y 10).Silos peces estdn en una pecera de estabulacion grande, lo
mejor es introducir, al menos, dos peceras de reproduccién. Estas
se extraen al final de la mafanay se observa si hay huevos. Esto se
repite todos los dias hasta que pongan suficiente nimero de
huevos.

Necesito que unos peces pongan huevos, pero no lo consigo
recurriendo a la técnica de reproduccion ex situ tradicional ni
a las técnicas de reproduccion in situ, como se ha aconsejado
antes.

- En este caso, la Unica alternativa consiste en intentar la
reproduccion artificial.
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He logrado crear un transgénico con una expresion muy
buenayahoraquiero generar unaestirpe apartirdeél.

- Lo maés préctico es usar alguno de los sistemas de
reproduccion in situ (Figuras 5-7). Se ubica ese individuo con uno
o dos peces de estirpe salvaje del sexo opuesto en una pecera de
estabulacién con una pecera de reproduccién en su interior. Esta
se extrae al final de la mafanay se observa si hay huevos, que se
recogen, y se repite el proceso diariamente hasta conseguir
suficiente numero de huevos.

-También se puede recurrir al sistema de reproduccion ex situ
tradicional, cruzando semanalmente el pez de interés con uno o
dos salvajes del sexo opuesto sin placa separadora (Figura 1).

Quiero conseguir una nueva generacion y no necesito
seleccionar los embriones o si necesito seleccionarlos, pero
no es necesario que todos estén exactamente en el mismo
estadio.

- Lo maés préctico es usar alguno de los sistemas de
reproduccion in situ (Figuras 5-7). Silos peces estan en una pecera
de estabulacién grande, lo mejor es introducir, al menos, dos
peceras de reproduccion. Estas se extraen al final de la mafana, se
recogen los huevos que haya y se vuelven a introducir para volver
a recoger huevos al dia siguiente hasta que haya suficientes. Hay
que tener en cuenta que usando este sistema puede ocurrir que
todos los huevos sean delmismo padre.

- Sise desea mayor diversidad genética para evitar un exceso
de consanguinidad, debe usarse latécnica de reproduccion exsitu
tradicional (Figura 1). Se cruza el mayor niumero de parejas
posible, no se coloca placa separadora, se recogen todos los
huevos vy, tras haber retirado los que se hayan muerto al dia
siguiente, se mezclan todosy se escogen al azar los que queramos
conservar. Es mejor mantener habitualmente los peces de ambos
sexos juntos.

- Sise dispone de un tanque de puesta masiva (Figuras 4,9y
10), se puede usar para este mismo propodsito, ubicando en él la
mayor cantidad de parejas posible. Se recogen los huevos, que ya
estardn mezclados vy, tras retirar los que se hayan muerto al dia
siguiente, se escogen al azarlos que queramos conservar.
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Quiero conseguir una nueva generaciéon, pero necesito
seleccionar embriones, todos en el mismo estadio.

- Lo més practico es recurrir a la técnica de reproduccién ex
situ tradicional. Se debe colocar placa separadora (Figura 2). En
cuanto se enciendan las luces del acuario, se retira la placa
separadora y se inclina la mitad superior de la pecera de
reproduccioén (Figura 12). Hay mas probabilidades de puesta si se
usan trios de dos machos y una hembra. Para evitar un exceso de
consanguinidad, una vez retirados los huevos muertos al dia
siguiente, se mezclan todos los restantes y se escogen al azar los
que queramos conservar. Es mejor mantener habitualmente los
peces de ambos sexos juntos.

-Una técnica un poco mas arriesgada consiste en introducir lo
antes posible, por la mafana (aunque también puede dar
resultado si se hace a media mafana), una o varias peceras de
reproduccion dentro de una pecera de estabulacion con machos
y hembras (Figuras 5-7). Al cabo de un rato, se mira si hay huevos
para recoger. Esto se puede repetir diariamente hasta conseguir
suficientes huevos.

Necesito embriones para experimentaciéon, todos en el
mismo estadio.

- Lo mas practico es recurrir a la técnica de reproduccion ex
situ tradicional. Se debe colocar placa separadora (Figura 2). En
cuanto se enciendan las luces del acuario, se retira la placa
separadora y se inclina la mitad superior de la pecera de
reproduccion (Figura 12). Hay més probabilidades de puesta si se
usan trios de dos machos y una hembra. En cuanto se vea que hay
huevos, se recogen. Es mejor mantener habitualmente los peces
deambos sexos juntos.

- Una técnica un poco mas arriesgada consiste en introducir
lo antes posible por la mafana (aunque también puede dar
resultado si se hace a media mafana), una o varias peceras de
reproduccién dentro de una pecera de estabulaciéon con machos
y hembras (Figuras 5-7). Al cabo de un rato, se mira si hay huevos
pararecoger.

Necesito embriones que tengan por progenitor un individuo
concreto.

- Lo mds practico consiste en recurrir al sistema de
reproduccion ex situ tradicional, cruzando semanalmente el pez
deinterés con uno o dos del sexo opuesto (Figura 1). Si se necesita
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que todos los embriones estén en el mismo estadio, debe
colocarse placa separadora (Figura 2). Al retirar ésta, inclinar la
mitad superior de la pecera de reproduccién (Figura 12).

- También puede recurrirse a los sistemas de reproduccién in
situ. Se ubica el individuo de interés con uno o dos peces del sexo
opuesto en una pecera de estabulacién, con una pecera de
reproduccion en su interior (Figura 6), que se extrae al final de la
mafanay se observa si hay huevos. Estos se recogeny se repite el
proceso diariamente hasta conseguir suficiente numero de
huevos. Si se necesita que todos los embriones estén en el mismo
estadio, debe introducirse la pecera de reproduccién dentro de la
de estabulacién por la mafiana y comprobar al cabo de un rato si
hay huevos.

Necesito embriones a los que hay que tratar con feniltiourea
(PTU).

- EIPTU no ha de afadirse a los embriones antes de que éstos
hayan gastrulado. Esto suele ocurrir de noche, pero no es
necesario hacerlo en ese momento, basta con afiadir el PTU antes
de que empiecen a aparecer manchas en el embrién, y eso no
ocurre hasta después de las primeras 24 horas de vida. El PTU se
puede afadir, por tanto, a primera hora de la mafana siguiente,
tras haber limpiado los huevos. Lo importante es asegurarse que
los peces no empiezan a poner la misma tarde en la que se los
cruza, sino a la manana siguiente. Por tanto, lo mas practico
consiste en recurrir al sistema de reproduccion ex situ tradicional,
con placa separadora (Figura 2). Tras retirar la placa, se inclina la
mitad superior de la pecera de reproduccién (Figura 12). Hay mas
probabilidades de que pongan si se cruzan dos machos con una
hembra. Es mejor mantener habitualmente los peces de ambos
sexos juntos.

- Aunque es mas arriesgado, también puede recurrirse a la
reproduccion in situ ubicando por la mafana una o varias peceras
de reproduccion dentro de una pecera de estabulacion que
contenga peces de ambos sexos (Figuras 6 y 7). Al final de la
manana, se retira la pecera de reproduccion y se recogen los
huevos en caso de que haya.

Necesito embriones para microinyectar.

- Lo mas importante en este caso es que dé tiempo a
microinyectar los embriones cuando aun estan en el estadio de
una sola célula. Por ello, es imprescindible que los animales
pongan los huevos poco a poco y no todos a la vez. La Unica
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alternativa vélida es la técnica de reproduccién ex situ tradicional.
Se preparan la tarde anterior a la sesiéon de microinyecciéon una
serie de peceras de reproduccién y se les pone placa separadora
(Figura 2). Los resultados son mucho mejores si se forman trios de
dos machos y una hembra, preferiblemente de peces de menos
de aflo y medio de edad. Cuando, a la mafana siguiente, se quiera
que pongan algunos huevos, se retira la placa separadorade 102
pecerasy, preferiblemente, se inclina la mitad superior (Figura 12).
Los peces deberian empezar a poner al cabo de escasos minutos,
aunque algunos se pueden hacer los remolonesy tardar mas. Para
recoger los huevos, se llena de agua la mitad inferior de otra
pecera de reproduccion, se traslada la mitad superior junto con
los peces a esta nueva mitad inferior, se dejainclinaday se permite
que los peces sigan poniendo huevos mientras se recogen los
anteriores. Cuando dejen de poner, se retira la placa separadora
de 1 02 peceras mas y se repite todo el proceso. Haciéndolo asi,
los peces pueden poner a lo largo de toda la mafana, si bien no
ponen por la tarde. No deberian usarse los mismos animales mas
de una vez por semana. Es mejor mantener habitualmente los
peces de ambos sexos juntos, pero si se va a microinyectar
sistematicamente varias semanas seguidas, puede que sea mas
comodo mantenerlos separados.

Necesito fenotipar ejemplares adultos observando la
descendencia.

- Sistema de reproduccién ex situ tradicional (Figura 1). No se
usa placa separadora (excepto que se necesite que estén todos en
el mismo estadio, por ejemplo, porque haya que tratarlos con
tamoxifeno u otro compuesto). Es mejor mantener
habitualmente los peces de ambos sexos juntos, pero si se van a
cruzar sistemdticamente los mismos ejemplares varias semanas
seguidas, puede que sea mas comodo mantenerlos separados.
No es mala idea cruzar, cada pez que se quiera fenotipar, con dos
ejemplares del sexo opuesto para aumentar la probabilidad de
puestay el nimero de huevos.

Cuando fenotipo un grupo de ejemplares, al cabo de unas
semanas dejan de poner.

- La técnica mas usual para fenotipar una estirpe consiste en
cruzar todos los ejemplares posibles la primera semana, fenotipar
aquellos que hayan puesto y volver a cruzar los que no hayan
puesto la semana siguiente. Esto se repite semana tras semana
hasta que hayamos fenotipado todos los ejemplares, o tengamos
un numero suficiente de positivos.
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Pero empleando esta técnica, ocurre un fenédmeno que yo
denomino «seleccién de los peores reproductores»; es decir,
semana tras semana nos vamos quedando con aquellos
ejemplares que no se han reproducido ninguna de las veces
anteriores: estamos haciendo una seleccién inconsciente de los
peores reproductores. Por ello, hacia el tercer intento es frecuente
que observemos un enorme descenso en el nUmero de puestas o,
simplemente, que no haya puestas.

Quiero que algunos peces pongan huevos en peceras de
reproduccion ex situ, pero hay machos que no cortejan a sus
hembras.

- Si la pecera no tiene fondo inclinado, puede probarse a
inclinarlo.

- Si en otras peceras hay machos que siguen cortejando a sus
hembras a pesar de que éstas ya han dejado de poner huevos,
pueden trasladarse esos machos a las peceras en las que no se
esté produciendo el cortejo. No es necesario retirar al macho que
habia previamente.

Necesito grandes puestas, de varios miles de huevos, todos
en el mismo estadio.

- En caso de que se necesiten sélo esporadicamente, la mejor
alternativa seria el iSPAWN (Figura 4).

- Si se necesitan regularmente, las mejores alternativas son el
MEPS (Figura 9) o el Aqua Spawner 100 (Figura 10).

- En ambos casos, una alternativa mas trabajosa, pero mas
econdmica, consiste en emplear el sistema de reproduccion ex
situ tradicional, poniendo placa separadora (Figura 2). Habria que
retirar todas las placas separadoras a la vez e inclinar la mitad
superior delas peceras. Mejor cruzar dos machos por hembra.

Estoy haciendo estudios de comportamiento y debo
mantener los peces en condiciones lo mas naturales posible,
permitiendo que sereproduzcan también de forma natural.

-Puede probarse con unacuario como el que se describeen la
Figura 11. Es mas importante la anchura del acuario que su altura.
El suelo de la terraza deberia estar inclinado, quedando la parte
superior de la rampa a ras del agua. Ahi pueden plantarse plantas
acuaticas palustres, que mantengan las raices sumergidas, pero




Articulos

tallos aéreos (Ludwigia, Limnophila, Eleocharis, Hygrophila, Scirpus,
musgos acudaticos, etc.). La densidad de peces deberia ser baja. Un
sistema asi sirve sélo para que los peces vayan poniendo huevos,
pero éstos se perderan.

- Otra posibilidad consiste en tenerlos en un acuario sin
terrazas, con una densidad baja de peces, en el que se coloquen
varios recipientes de reproduccion in situ (Figuras 5-7) pegados a
distintas paredes, a ras del agua, con distintas orientaciones por si
los peces tuvieran alguna preferencia.

¢{Puedeadiestrarse alos peces para que pongan huevos?

Parcialmente, si. Si se cruzan periédicamente los mismos
ejemplares (por ejemplo, todos los martes durante varias
semanas seguidas), esos ejemplares se acostumbraran a ese ritmo
de reproduccién y al cabo de algunas semanas, observaremos
que las puestas son mejores que al principio.
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El pez cebra: ¢ El nuevo aliado

dela lndustna Alimentaria?

Virginia Navarro, Sandra Rainieri y Miguel Angel Pardo

Azti-Tecnalia, Investigacién Alimentaria Parque Tecnoldgico de Bizkaia

En las ultimas décadas, el modo de vida de nuestra sociedad
ha variado notablemente, provocando cambios, a su vez, en
nuestros habitos alimentarios. La incorporacion de la mujer a la
vida laboral, las largas jornadas fuera del hogar, los comedores
escolares, etc. hacen del acto de cocinar algo casi anecdético o
ludico para muchas personas. Al mismo tiempo, el poder de
conviccién de los medios de comunicacién y una mayor cultura
de la salud en general, han influido enormemente en nuestra
formade alimentarnos. En este panorama, laindustria alimentaria
se ha ido transformando con el fin de cubrir las demandas de la
poblacién. Uno de los grupos de productos mds innovadores que
han surgido en los ultimos tiempos ha sido el grupo de los
alimentos funcionales.

Los alimentos funcionales se definen como aquellos
alimentos que ademds de presentar unas caracteristicas
nutricionales determinadas como parte de una dieta equilibrada,
presentan componentes biolégicos que pueden mejorar la salud
y/o reducir el riesgo de contraer enfermedades. Hasta hace unos
anos no existia una legislacién que regulara explicitamente las
alegaciones que pueden hacerse en el etiquetado de los
alimentos. Sin embargo, en los Ultimos afos se esta desarrollando
en Europa una legislacion que pretende proteger a los
consumidores de los mensajes enganosos o inciertos. Asi, para
que las empresas puedan realizar alegaciones de salud en sus
productos, deben suministrar evidencias cientificas de la
actividad bioldgica beneficiosa de los alimentos funcionales, asi
como de las moléculas bioactivas que presentan en su
composicion.

Si bien muchos alimentos contienen una cantidad suficiente
de compuestos activos (minerales, vitaminas, dcidos grasos, fibra
alimenticia, antioxidantes, etc.) como para realizar alegaciones,
una de las estrategias para desarrollar estos productos es
agregarles estos componentes. El desarrollo de este tipo de
alimentos se ha convertido en una fuente muy importante de
nuevos productos para la industria, creciendo también el interés
de ésta por compuestos bioactivos de origen alimentario que
puedan ejercer un efecto beneficioso sobre lasalud (verFigura 1).
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Figura 1.- Porcentaje de alimentos funcionales lanzados respecto del
total de lanzamientos en Europa. Fuente: Mintel.

Los estudios necesarios para la evaluacion de la efectividad
de moléculas bioactivas destinadas a la alimentacion humana se
realizan mayoritariamente en experimentos con animales,
principalmente roedores. Sin embargo, este tipo de ensayos son
muy laboriosos y costosos, e implican sacrificar un gran nimero
de animales de experimentacién. Por este motivo se esta
haciendo un gran esfuerzo en desarrollar métodos alternativos a
la experimentacion animal y mas acordes con el principio de las
tres Rs; Reemplazar, Reducir y Refinar. Esto no implica que se
pueda prescindir completamente de la experimentacién animal,
ya que antes de comercializar una nueva molécula bioactivaen el
sector alimentario siempre es necesaria la fase de experimen-
tacion en roedores, pero si es posible reducir considerablemente
el ndmero de dichos experimentos. Este objetivo se puede
conseguir poniendo a punto estrategias alternativas, que
permitan realizar de forma rdpida un screening preliminar de
varias moléculas, para seleccionar aquellas que sean mas
efectivas. Estas estrategias alternativas incluyen los ensayos in
vitro que no implican el uso de animales de laboratorio y que
consisten en estudiar la efectividad en lineas celulares
determinadas, o en microorganismos unicelulares (bacteria y
levadura). Otra alternativa es el empleo de modelos
multicelulares como por ejemplo los nematodos (Caenorhabditis
elegans) o los embriones de peces, y especialmente, del modelo
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animal pez cebra (Danio rerio). La principal ventaja de la
utilizacion de estos sistemas alternativos frente a los ensayos
celulares in vitro, es que nos permiten analizar la respuesta
general de un organismo entero, lo que representa una respuesta
mas cercana a la que se obtiene en las pruebas in vivo con
animales de experimentacion.

El pez cebra es un modelo vertebrado que estd siendo
extensamente utilizado para estudiar diferentes procesos
biolégicos compartidos con los humanos. En particular, en
medicina se ha empleado como modelo para el estudio del
cancer, de disfunciones cardiovasculares, diabetes, y disfunciones
del sistema nervioso. Ademads, este modelo se ha revelado como
un valioso sistema de screening en la validacién de la
funcionalidad de todo tipo de farmacos. Esta aplicacién nos
permite plantearnos realizar estudios de efectividad de moléculas
bioactivas en el modelo animal pez cebra, principalmente en
embriones. Los embriones de pez cebra presentan una serie de
caracteristicas que los hacen muy interesantes para poder llevar a
cabo estos ensayos de efectividad. A continuacién detallamos las
mas relevantes:

e La fertilizaciéon y desarrollo externo permiten que la
observacion del huevo fecundado sea mucho mas facil que
con otros modelos animales.

e Los embriones son transparentes y los 6rganos internos se
pueden ver facilmente. Ademas se puede visualizar la
incorporaciéon de compuestos marcados, asi como
monitorizar la expresién de proteinas marcadas
fluorescentemente (transgénicos).

e Su pequeno tamanfo, tanto de embriones como de larvas,
permite minimizar los volimenes, y por tanto los costes de
los compuestos y extractos necesarios (que pueden
llevarse a cabo en placas de pocillos que facilitan un
examen rapido y por lo tanto, facilita la realizacion de
experimentosagran escala).

® Loscostes son menores que la experimentacién basada en
mamiferos.

* Es preferido desde un punto de vista ético, en relacién con
otros vertebrados, como animal de experimentacion.

® Se conoce muy bien su genoma, por lo que se pueden
realizar ensayos de genémica funcional.

Por estos motivos, en AZTI-Tecnalia hemos incorporado hace
varios anos este modelo como sistema para evaluar la efectividad
de moléculas bioactivas que puedan ser afadidas a alimentos

37

ANIMALES DE LABORATORIO

Invierno 2015. Nimero 64

funcionales. De hecho, somos pioneros en la aplicacion de este
modelo alternativo en investigacion alimentaria. En la actualidad,
en las instalaciones de Derio (Bizkaia) disponemos de un centro
de experimentacidon de pez cebra que consta de una zona de
mantenimiento que puede llegar a almacenar entre 1500y 1600
peces adultos, y permite obtener cientos de embriones al dia.

En este momento, estamos desarrollando varias pruebas para
detectar la posible efectividad de moléculas a nivel de sistema
inmune, capacidad antiinflamatoria, metabolismo lipidico, tejido
6seo y capacidad antioxidante. Ademas, se ha desarrollado un
modelo gnotobidtico que permite evaluar las propiedades
probidticas de microorganismos mediante ensayos de
colonizacion y adhesién, asi como los anteriormente
mencionados de capacidad antiinflamatoria e inmuno-
moduladora. Estas propiedades beneficiosas se evaltan,
principalmente, a nivel del sistema digestivo que presenta
muchas similitudes con el de humanos. Entre las similitudes mas
importantes se encuentran aquellas relacionadas con la
respuesta inmune innata, que es de gran importancia en peces,
como la cascada pro-inflamatoria, el reclutamiento de
macroéfagos y la secrecion de mucus. De hecho, durante los
ultimos afnos el pez cebra se ha postulado como un importante
modelo para elucidar las bases moleculares de la respuesta
inmune, como modelo de infeccién de un considerable niumero
de patdgenosy finalmente para estudiar las interacciones entre la
microbiota y el huésped. De forma andloga, en AZTI se ha
establecido un modelo que permite evaluar la capacidad
inmunomoduladora de polisacaridos, como por ejemplo
extractos de microalgas (ver Figura 2), mediante ensayos de
expresion génica de una bateria de marcadores y/o su capacidad
protectorafrente a unainfeccién bacteriana.

Figura 2.- Larvas de pez cebra expuestas a un polisacarido marcado
fluorescentemente.

También se ha puesto a punto un modelo de enterocolitis
quimica que permite evaluar la capacidad antiinflamatoria de
biomoléculas y microrganismos potencialmente probidticos.
Este modelo se complementa con un pez transgénico que
permite monitorizar el reclutamiento de macréfagos, marcados
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fluorescentemente, a tiempo real. Finalmente, y gracias al
desarrollo de un modelo gnotobidtico (del griego bios
“microbiota” y gnotos “conocido”), también podemos realizar
ensayos de competicién de probidticos por los sitios de adhesion
en presencia de patdgenos (ver Figura 3).

Figura 3.- Larva de pez cebra expuesta a un probidtico (en rojo) y un
patoégeno (en verde) marcados fluorescentemente.

El modelo pez cebra es también una herramienta muy (util
para el estudio de la efectividad de los compuestos bioactivos
sobre el metabolismo lipidico. El metabolismo lipidico esta
altamente conservado entre vertebrados a muchos niveles:
anatomico, celular, metabdlico, sefializacién... Los érganos del
sistema digestivo son los mismos (higado, intestino, pancreas) y
su formacion estd controlada por programas de desarrollo
similares a los presentes en mamiferos. Las células que forman
estos 6rganos son similares (enterocitos, hepatocitos...), eincluso
cuando la estructura del 6rgano parece diferente, los tipos
celulares y la organizacion celular son los mismos. Ademas,
consumen los mismos lipidos y comparten el transporte y las
rutas lipoliticas de la mayoria de los mamiferos. Es mds, producen
bilis en el higado, transportan grasa y colesterol en lipoproteinas,
realizan beta-oxidacion y almacenan triglicéridos en depdsitos
visceral, subcutdneo e intramuscular, tal y como ocurre en los
mamiferos. Es por estas similitudes que el pez cebra se utiliza en
investigacion sobre enfermedades relacionadas con los lipidos,
incluyendo la aterosclerosis inducida por dietas ricas en
colesterol, en obesidad inducida por la dieta, o en pruebas sobre
la efectividad de productos naturales a este nivel. En AZTI también
se trabaja en la expresion de genes relacionados con el
metabolismo lipidico, y en valorar la mayor oxidacién de lareserva
grasa de la larva como método de screening de efectividad de
compuestos bioactivos (ver Figura 4).

Todos estos sistemas de evaluacion de la efectividad a nivel de
metabolismo lipidico pueden emplearse igualmente en el
modelo gnotobidtico, ya que se ha demostrado una fuerte
relacion entre la microbiota intestinal y el metabolismo lipidico. Es
mas, se ha identificado una flora intestinal diferente en poblacion
obesa respecto de la poblacion normopeso saludable. La
diferente utilizacién de los nutrientes por las bacterias presentes
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Figura 4.- Aumento del consumo del depésito graso del embridn del pez
cebra expuesto a dosis concretas de dos compuestos de origen vegetal (e)
y (f) frente al control (d). (a), (b) y (c) son imagenes en campo claro del
mismo embrién.

en el tracto gastrointestinal provoca la liberacion de moléculas
que afectan al funcionamiento de diversos procesos, siendo
capaces de modular la homeostasis de lipidos y de la glucosa, asi
como lainflamacién sistémica del hospedador.

Ademads, este modelo resulta vital para poder acercar la
efectividad de algunas moléculas al verdadero proceso
metabdlico que sufrirdn cuando sean ingeridas por un individuo
obeso. De hecho, obviando la digestion, la metabolizacién por
parte de la flora intestinal es el primer paso en la transformacion
de las biomoléculasy, en algunos casos, es un paso necesario para
generar moléculas activas. Es decir, moléculas que no tienen
ningun efecto per se pueden transformarse en moléculas
efectivas tras ser utilizadas por algun organismo concreto que se
encuentre colonizando el intestino.

Otro método que se ha puesto a punto en AZTI es la
determinacion del efecto antioxidante de moléculas bioactivas.
En este caso, el proceso consiste en causar un estrés oxidativo
mediante exposicién de embriones de pez cebra a pro-oxidantes
conocidos y averiguar si la administraciéon de la molécula
bioactiva reduce dicho efecto. Existen numerosos ensayos que
permiten identificar la formacién de estrés oxidativo, tanto a nivel
cualitativo como cuantitativo. Sin embargo, la mayoria de ellos
estdn pensados para procedimientos in vitro, que en algunos
casos utilizan lineas celulares, y en otros, simplemente,
combinaciones de reactivos. La informacién proporcionada por
dichos ensayos no toma en consideracion que los organismos
tienen la capacidad de responder naturalmente a condiciones de
estrés oxidativo, y que es importante tener en cuenta esa
informacion para definir si una molécula puede o no reducir el
nivel de estrés oxidativo. De aqui la importancia de desarrollar
métodos in vivo, en organismos enteros, que permitan una
evaluacion completa del sistema de oxido-reduccion de los
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vertebrados. Los embriones de pez cebra se han revelado como
un modelo excelente para este fin. De hecho, la comparaciéon de

resultados obtenidos con ensayos in vitro y con el pez cebra ha dad |

. . . , . socieda equno a
ewdencllado como a veces se .evaluan errbneamente algunas para las ciencias
sustancias hasta llegar a producir un efecto opuesto al esperado, del animal de laboratorio

dependiendo de las condiciones generales del organismo que se
usa como modelo bioldgico en un determinado ensayo.

A modo de conclusién, el uso alternativo del modelo animal
pez cebra pararealizar el screening de compuestos bioactivos, con

efectos potencialmente beneficiosos para la salud humana, es = PRINCIPIOS ET|COS EN

una prometedora linea de investigacion que estamos 2

potenciando desde la Unidad de Investigacidon Alimentaria de INVESTIGACION Y DOCENCIA
AZTl-Tecnalia, con el objetivo de reducir el uso de animales en CON MODELOS ANIMALES

experimentacion, lo que permite reducir coste y tiempo a las
empresas del sector interesadas en descubrir nuevas sustancias
bioactivas que puedan serincluidas en alimentos funcionales.

LAS PERSONAS QUE TOMEN PARTE
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Resumen

Debido al enorme avance que la Nanotecnologia esta
experimentando en los ultimos afios, el nimero de aplicaciones
que incluyen nanomateriales o que los utilizan en sus procesos de
produccion esta aumentando de forma exponencial. Este hecho
esta asociado a una mayor exposicion a estos materiales, bien sea
de forma directa o indirecta, como consecuencia del aumento de
su concentracion en el medio ambiente. Sin embargo, nuestro
conocimiento de los posibles efectos toxicos de estos materiales
para lasalud humanay del medio ambiente es aun limitado. El pez
cebra ofrece numerosas ventajas como modelo animal para
avanzar en el conocimiento sobre la toxicidad de los
nanomateriales, asi como para proporcionar la base cientifica
necesaria para la evaluacion del riesgo asociado a la utilizacion de
nanomateriales, contribuyendo de esta forma a la regulacion de
Su uso.

Introduccién: nanotecnologiay nanotoxicologia

La Nanotecnologia es la capacidad de manipular la materia a
escala atémica, moleculary supramolecular. Es decir, la capacidad
de fabricar materiales —-nanomateriales- con propiedades
controladas enlaescaladelos nanémetros (1 nanémetro=1nm=
10° m = 1 milmillonésima parte de un metro). La cantidad de
aplicaciones, algunas existentes hoy en dia y otras potenciales, de
los nanomateriales en campos tan variados como la ingenieria, la
electrénica, la biotecnologia, la cosmética y la medicina, entre
otros, parece ilimitada. De hecho, en la actualidad hay cientos de
productos de consumo que contienen nanomateriales. Algunos
de estos productos son de uso personal y diario como, por
ejemplo, las cremas con filtros solares a base de nanoparticulas de
diéxido de titanio o de éxido de zinc (ver Figura 1) y las lavadoras
de uso doméstico a base de nanoparticulas de plata. La accién
bactericida de la plata soluble se intensifica en el caso de la
nanoplata, convirtiéndola en un material de gran interés para la
industria textil y para el disefio de superficies con todo tipo de
aplicaciones “libres de microorganismos”. Estos dos ejemplos son

A4

también muy ilustrativos del escenario de exposiciéon diaria a
nanomateriales al que podemos tener que enfrentarnos, siendo
previsible que esta exposicion aumente en los préximos afos.
Ademads, la creciente utilizacion de estos productos esta
inexorablemente ligada a una mayor entrada de los mismos en el
medio ambiente y, por tanto, a la exposicion de los organismos
que habitan los distintos ecosistemas. En este contexto, el medio
acudtico es especialmente susceptible, al ser los cauces fluviales y
las aguas costeras los principales receptores de los residuos
generados.

0.1

w——
Figura 1.- Micrografia obtenida mediante microscopia electrénica de
transmision de nanoparticulas comerciales (Sigma-Aldrich Co.) de 6xido

de zinc. Cortesia de Eugenia Valsami-Jones y Laura-Jayne Ellis de la
Universidad de Birmingham (Reino Unido).
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La Toxicologia abarca el estudio de los efectos nocivos de las
sustancias quimicas para los sistemas bioldégicos. Los
nanomateriales no presentan las mismas propiedades fisico-
quimicas que los materiales en forma masiva o“convencionales’,a
pesar de estar compuestos de las mismas moléculas. La reduccion
en tamano hasta la escala nanométrica les confiere propiedades
impredecibles a partir de su estructura molecular, como el caso
de la plata anteriormente mencionado. La relacion entre el area
superficial y la masa aumenta de forma exponencial segun se
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reduce el tamaio de las particulas. El aumento en el nimero de
atomos en superficie provoca un aumento en su reactividad
quimica. Ademas, la escala nanométrica es la escala de las
biomoléculas: la doble hélice de ADN tiene un didametro de 2 nm,
las membranas bioldgicas tienen un grosor de 6-10 nm. Por lo
tanto, el hecho de que la interaccién entre las biomoléculas y los
nanomateriales se dé en la misma escala espacial facilita la
translocacion de los nanomateriales en el interior de los
organismos a través de barreras, como la barrera hemato-
encefélica, lo que no es posible para materiales de mayor tamafio.
Estas diferencias entre los materiales convencionales y sus formas
nano llevé a Donaldson y colaboradores a proponer en 2004 una
nueva categoria dentro de la Toxicologia, denominada
Nanotoxicologia, que se dedica al estudio de los potenciales
efectos deletéreos especificos de los nanomateriales (Donaldson
etal., 2004).

El modelo animal del pez cebra en toxicologia y
nanotoxicologia

El pez cebra es un modelo animal muy apreciado en
diferentes dmbitos de la Biomedicina, siendo la Biologia del
Desarrollo un area en la que ha sido utilizado de forma
especialmente exitosa a partir de los estudios realizados en el
laboratorio de George Streisinger, Charles Kimmel y
colaboradores de la Universidad de Oregon (EE.UU.), a partir de
finales de los afios 70. Posteriormente, la validez del pez cebra
como modelo en Toxicologia ha sido ampliamente reconocida
(Spitsbergen and Kent, 2003). Las ventajas que ofrece el pez cebra
como modelo animal en diversas areas de la Biomedicina, lo
hacentambién especialmente interesante parasu utilizacién en el
campo de laToxicologia y la Nanotoxicologia (Fako and Furgeson,
2009).

Las propiedades fisico-quimicas y, por tanto, la
biodisponibilidad y toxicidad de los nanomateriales, dependen
de multitud de factores, algunos intrinsecos a los propios
materiales y otros relacionados con el medio en el que se
encuentran. Entre los factores intrinsecos mas relevantes estan la
composicién quimica del material, el tamafio y la forma de la
particula, las modificaciones superficiales a las que ha podido ser
sometido (funcionalizacién) y los agentes estabilizantes
utilizados en suformulacidn, entre otros. La composicion quimica
del medio en el que se encuentra el material es un factor crucial
para su comportamiento y, por tanto, para su toxicidad. El medio
interno de los organismos, asi como los medios de cultivo celular,
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son ricos en proteinas, que inmediatamente forman una“corona
proteica alrededor de las nanoparticulas que gobierna su
interaccion con el resto de biomoléculas. En el medio natural y
especificamente en los ecosistemas acuaticos, la hidrodinamica y
la composicion idnica del medio, asi como la cantidad de materia
organica presente determinaran la solubilidad de los materiales y
sutendencia a agregarse/aglomerarsey precipitar. Por tanto, en la
practica, la combinacién de todos estos factores resulta en una
cantidad ilimitada de posibilidades a analizar cuando se pretende
estudiar la toxicidad de los nanomateriales.

Esta gran cantidad de variables requiere de modelos animales
que permitan un estudio sistemdtico a gran escala, fiable y
reproducible. El ensayo de toxicidad aguda con embriones de pez
cebra, segun el protocolo estandarizado OECD TG 236 (OECD,
2013), representa una herramienta muy util para analizar de forma
rapiday relativamente barata una gran cantidad de compuestos o
variantes de los mismos compuestos. Los resultados de este
ensayo permiten calcular pardmetros toxicolégicos altamente
relevantes, como son los EC, o concentraciones a las que se
observa un determinado efecto en un porcentaje X de la
poblacion, siendo la LC,, o concentracion letal para el 50% de la
poblacién, uno de los mas utilizados. La comparacion de los
valores LC50 para diferentes nanomateriales permite establecer
un rango de toxicidad y determinar qué parametros contribuyen
de forma mas relevante a la toxicidad aguda encontrada (Vicario-
Parés et al., 2014). Por tanto, este sistema permite generar gran
cantidad de datos (High Throughput Screening) que contribuyen a
la evaluacién del riesgo asociado a la exposicion a estas
sustancias. Ademas, este procedimiento es un método alternativo
ala utilizaciéon de animales juveniles y adultos en la evaluacién de
la toxicidad aguda, postuldandose como una clara alternativa al
ensayo OECD TG 203 (OECD, 1992). Los ensayos de validacién
llevados a cabo por la OECD demuestran que la prueba con
embriones es transferible y reproducible entre laboratorios y los
resultados obtenidos no son mejores ni peores que los obtenidos
enjuveniles o adultos (Lammeretal., 2009).

La evaluacién de la mortalidad en los embriones de pez cebra
es un procedimiento muy sencillo en comparaciéon con los
embriones de otros modelos animales de vertebrados. En
condiciones 6ptimas de laboratorio, una hembra adulta de pez
cebra (a partir de los 4 meses de edad) puede producir mas de 200
huevos viables semanalmente. El desarrollo embrionario en el pez
cebra es externo y el embrién es totalmente transparente (ver
Figura 2), lo que permite la observacién directa al microscopio de
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Figura 2.- Embrién de pez cebra de 3 (A) y 24 (B) horas post-fertilizacion
desarrollandose normalmente.

cualquier alteracion de dicho proceso sin interferir de ningun
modo en el mismo. Ademas de la mortalidad, el ensayo de
toxicidad aguda con embriones de pez cebra permite estudiar
multitud de potenciales efectos subletales de la exposicion a
nanomateriales sobre el desarrollo embrionario de vertebrados,
como la tasa de eclosion o la prevalencia de malformaciones (ver
Figura 3). Este hecho es especialmente relevante ya que es bien
conocido que organismos en diferentes estadios de desarrollo
presentan diferente susceptibilidad a la toxicidad de los
compuestos, pudiendo ser las formas embrionarias
especialmente sensibles. Por otra parte, el que los embriones sean
transparentes permite estudiar in vivo la entrada y distribucién de
los nanomateriales, asi como la interaccién de los mismos con el
corion que protege el embrién y, una vez internalizadas, con las
estructuras en desarrollo (ver Figura 4).

Figura 3.- Embriones de pez cebra de 120 horas post-fertilizacion. Az
Embrion control desarrollandose normalmente. B: Embridn expuesto a
0.5 mg Cu/L de nanoparticulas de CuO. El embrién no ha eclosionado y se
pueden apreciar agregados de nanoparticulas en la superficie del corion.
Ademas, presenta edema del saco vitelino. C: Embrién expuesto a 0.5 mg
Cu/L de nanoparticulas de CuO. El embrién ha eclosionado y presenta
varias malformaciones como edema del saco vitelino y curvatura de la
espinadorsal.

Los peces cebra también ofrecen numerosas ventajas para la
realizacion de experimentos de exposicion in vivo de organismos
juveniles y adultos que permiten profundizar en los mecanismos
de toxicidad de los nanomateriales. En comparacién con otras
especies de peces de agua dulce como las carpas o las truchas,
modelos también en Toxicologia Ambiental, los peces cebra
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adultos son considerablemente mas pequenos, lo que facilita la
infraestructura de experimentacion en cuanto a espacio y
volumen de agua requeridos y, por tanto, cantidad del material a
analizar.

Figura 4.- Microscopia confocal de embriones de pez cebra expuestos a
100 mg/L de nanoparticulas de diéxido de silicio fluorescentes. A: Las
nanoparticulas de didxido de silicio se encuentran adheridas al corion del
embrién no eclosionado a las 54 horas post-fertilizacion. B: Embrion
eclosionado de 120 horas post-fertilizacién con nanoparticulas de diéxido
desilicio enlas laminillas branquiales.

Resultados obtenidos en nuestro grupo de investigacion y
por otros investigadores demuestran que el pez cebra adulto es
sensible a la exposicion a nanomateriales a través del agua. La
exposicion de peces cebra adultos a diferentes tipos de
nanoparticulas metalicas resulta en la acumulacion de dichos
metales y en la generacion de respuestas y efectos a diferentes
niveles de organizacién bioldgica, que abarcan desde la
alteracion del transcriptoma hepatico, a la aparicién de
alteraciones histopatoldgicas en las branquias (ver Figura 5).
Como especie modelo, el genoma del pez cebra estd secuenciado
y se dispone de microarrays de genoma completo que permiten
estudiar simultdneamente los niveles de transcripcion de casi
44.000 secuencias génicas. Los mecanismos de toxicidad de los
nanomateriales son variados y dependen de las caracteristicas
propias de cada nanomaterial, pero la generaciéon de estrés
oxidativo, las respuestas inflamatorias y el dafio sobre el DNA
(genotoxicidad) parecen ser mecanismos comunes para la
mayoria de los nanomateriales. Estos efectos también se han
observado tras la exposicion a metales en forma soluble, pero el
estudio del transcriptoma hepético demuestra que la exposicion
a nanoparticulas metélicas regula la expresién génica de forma
diferencial a como lo hacen las sales metélicas en disolucién.
Nuestros resultados muestran, por ejemplo, que la exposiciéon de
peces cebra macho a nanoparticulas de plata a través del agua
altera de forma general el metabolismo energético de los peces.
En las exposiciones a través del agua, las branquias parecen ser un
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6rgano diana de la exposicion a nanomateriales, e incluso a
concentraciones de microgramos por litro son capaces de causar
patologias severas (ver Figura 5), que incluyen inflamacion y
fusion delas laminillas branquiales, hiperplasiay aneurismas.

§

Figura 5.- Micrografias de secciones histolégicas de las branquias de pez
cebra adultos. A: Estructura de las laminillas branquiales de peces control
no expuestos. B: Estructura de las laminillas branquiales de peces
expuestos a 10 pg/L de nanoparticulas de Ag. Noétense las alteraciones en
las laminillas secundarias como los aneurismas (an), edema de las células
epiteliales (oe) y fusion de las laminillas (estrella blanca).

Teniendo en cuenta la tendencia de las nanoparticulas a
agregarse entre ellas y a la materia orgénica en suspension, la
contaminacion de los organismos acuaticos a través de la dieta es
unaruta de exposicion que merece ser estudiada en profundidad.
En este caso también, el pez cebra es un excelente modelo para
simular una cadena tréfica sencilla en el laboratorio, ya que una de
las dietas preferidas de los peces cebra y habitualmente utilizada
en los laboratorios es la alimentacién con larvas de crustaceos
pequefios como Artemia sp. y Daphnia sp. Nuestros resultados
mas recientes indican que la alimentacion de peces cebra con
crustdceos, previamente contaminados con nanoparticulas
metalicas, resulta en una transferencia efectiva del metal a los
peces capaz de provocar efectos subletales (Fanjul, 2014).

Ademas de los efectos a corto plazo que se ha demostrado
que ocurren tras la exposicién a diferentes tipos de
nanomateriales, queda un largo camino que recorrer para
investigar los efectos que pudieran producirse a mas largo plazo,
por ejemplo bajo una exposicion crénica a concentraciones en los
limites de deteccién de las técnicas analiticas actuales. Estos
efectos podrian aparecer en los propios individuos expuestos o
en las siguientes generaciones. También en este caso, los peces
cebra son un modelo muy interesante debido a su corto ciclo de
vida, ya que alcanzan la madurez sexual en aproximadamente
cuatro meses, lo que permite estudiar los efectos sobre varias
generaciones en un periodo aproximado de dos afos.
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En conclusién, el pez cebra, tanto en su fase embrionaria
como en estadios juveniles/adultos, ofrece numerosas ventajas
como modelo animal para avanzar en el conocimiento de los
efectos téxicos de los nanomateriales y para proporcionar la base
cientifica necesaria para la evaluacion del riesgo asociado a la
utilizacion de estas sustancias, contribuyendo asi a la regulacion
desuuso.
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Administracion de farmacos por via oral
mediante gelatina en el el pez cebra

Marc Casanovas Gilabert
Técnico del estabulario de acudticos del PRBB, Charles River

Introduccion

El pez cebra (Danio rerio) es un pez tropical de agua dulce,
originario de Asia y que actualmente estd creciendo con fuerza
dentro del campo de la investigacién gracias, entre otras
peculiaridades, a su gran poder de regeneracion de érganos y
tejidos. Ademas, se utiliza también en muchos otros campos
como los estudios genéticos o la toxicologia.

A diferencia de los roedores, en los que la medicacion por via
oral se puede administrar tanto en pienso como en agua, en los
animales acudticos aparecen diversas complicaciones cuando
hay que tratarlos debido al propio medio en el que viven; si
anadiésemos el farmaco directamente en su cubeta, éste
enseguida se disolveria en el agua, como pasa por ejemplo con el
azucarolasal.

Otra opcién para poderlos medicar es realizar bafios con
concentraciones conocidas, en los que los peces absorberian el
farmaco por via topica. En este caso, no se puede asegurar la dosis
del producto que se absorbe; ademas, al tener que cambiarlos de
tanque varias veces para no contaminar el agua del sistema de
recirculacién, les provocariamos un gran estrés, ya que estos
animales deben manipularse lo menos posible.

Otra opcidn util es el uso de piensos medicados. El principal
inconveniente es su elevado coste y las producciones minimas
requeridas por los proveedores, por lo que no suele ser una
alternativa viable a menos que vayamos a tratar a una gran
cantidad de peces y durante un largo periodo de tiempo,
previamente previsto y anticipado con stocks de pienso a nuestra
disposicion que no sobrepasen lafecha de caducidad.

Una forma mas econdmica, pero igual de segura, que
garantiza una correcta dosificacion del farmaco y ademas
minimiza el estrés generado en el animal, es la administracién por
via oral mediante gelatina.
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Material necesario (ver Figura 1):

- Pinzasdepuntaredonda.

- Guantes.

- Probeta.

- Vasode precipitado.

- Placacalefactora.

- Espatulas.

- Agitador magnético.

- Pipetadevolumenvariable.

- Puntaspara pipeta.

- Parafilm.

- Balanza.

- Farmaco que sevayaaadministrar.
- Gelatinacomercial.

- Enriquecedory potenciadorde sabor (Selco®).
- Aguaosmotizada.

Figura 1.-Material necesario parala preparacion de la gelatina.

Procedimiento

1. Preparacion de la gelatina tratada: segun las instrucciones
del fabricante, la gelatina obtenida seria de consistencia muy
débil y no aguantaria mucho tiempo antes de que se deshiciese;
por lo tanto, para que tenga mas consistencia y densidad, se debe
doblarla cantidad de gelatina en proporcién al agua necesaria.
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a) Calentar agua en la placa calefactora. Cuando rompe a
hervir, se afade la gelatina y se retira el recipiente de la
placa calefactora. Sin parar de remover con la ayuda de una
espatula afadiremos un enriquecedor, necesario para
hacer que la gelatina sea apetecible para los peces ya que
ésta es transparente e insipida. En nuestro caso utilizamos
Selco®, que se emplea para alimentar a las artemias
(crustaceo braquidépodo). Este enriquecedor tiene un gusto
y un olor muy fuerte que consigue llamar la atencién del
animal. Se sigue removiendo y, cuando esté bien
homogeneizada, se afade el farmaco o producto en
cuestion ala concentracidon requerida.

Figura 2.- Comparacion del tamano de la granulometria del pienso de
peces adultos (derecha) con respecto a la gelatina solidificada a
administrar (izquierda).

b) Conlaayudadelapipeta, se depositan unas gotas sobre un
parafilm y se dejan enfriar. Para poder dosificar el farmaco
correctamente, cada gota tendrd que tener un volumen
dado enrelacion al peso del pezatratar. Es muy importante
respetar la granulometria adaptada al tamaio de los peces
(ver Figura 2), y asi poder administrar tantas tomas de
gelatinacomo se necesite.

2. Desarrollodel habito: es aconsejable habituaralosanimales
aingerir gelatina unos dias antes de empezar con la medicacion.
Para ello, se tendrdn que aislar en tanques individuales y
asegurarse de que todos la ingieren sin problemas (ver Figura 3).
Deberan seguir separados hasta lafinalizacién del tratamiento.
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Figura 3.- Sistema de recirculacion de agua en tanques de pez cebra
individualizadosy marcados segun laingesta del tratamiento.

3. Administracion de la gelatina: con suavidad, para no asustar
al pez, abriremos la tapa del tanque y con ayuda de unas pinzas
tomaremos una de las gotas solidificadas de gelatina que
depositaremos en la superficie del agua. Con las mismas pinzas,
realizaremos suaves movimientos agitando la superficie del
agua, como si se tratara de un insecto, captando asi la atencién
del animal (ver Figura 4). Hay que destacar que el pez cebra es un
depredador de superficie con una boca infera, que le permite
cazar cualquierinsecto que se encuentre encima del agua.

A continuacion, se cierra el tanque evitando dar golpes para
no asustar al animal y se espera hasta confirmar que ingiere la
gelatinasin ninguin problema.

Cada vez que ingieran gelatina, se marcara el tanque con un
trozo de cinta de color rojo; y cuando ingieran tres dias
consecutivos, se hard una marca distinta de color blanco (ver
Figura 3) hasta completar todo el tratamiento.
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La administracion por via oral mediante gelatina tratada es
una técnica que requiere mucha paciencia, pero sin duda es mas

econdmica que el uso de pienso medicado, permitiendo tratar de dad I
T . . socieda espano a
maneraindividualizada alos animales. patra las ciencias
del animal de laboratorio

PRINCIPIOS ETICOS EN
INVESTIGACION Y DOCENCIA
CON MODELOS ANIMALES

SE DEBE UTILIZAR
EL MINIMO NUMERO DE ANIMALES
QUE GARANTICE RESULTADOS
EXPERIMENTALES
ESTADISTICAMENTE FIABLES.

Figura 4.- Secuencia de imagenes en las que se muestra el proceso de
administracion de la gelatina: en la parte superior de cada imagen se
observan las pinzas en agitacion, estimulando el instinto depredador del
pez cebrahasta que se acercaala superficie acomerse lagelatina. ?4
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Gestion de alarmas en animalarios.
Un caso practico

Daniel Ldzaro Garcia y Luis J. Mufioz de la Pascua
S.E.A., Universidad de Salamanca

Introduccion

El mantenimiento de las instalaciones donde se ubican
animales para experimentacién requiere de un control
exhaustivo de los pardmetros ambientales, asi como de otros
muchos factores que pueden incidir indirectamente sobre los
animales a causa del mal funcionamiento de equipos o
infraestructuras de diversaindole.

El aumento significativo en las ultimas décadas de equipos de
estabulacion con ventilacion forzada (racks ventilados), ha
introducido, mas si cabe, la necesidad de tener vigiladas en todo
momento las desviaciones criticas en parametros ambientales,
que puedan surgir de forma accidental y sean capaces de
ocasionar graves dafnos sobre la salud de los animales.

el sistema de alarmas
pardmetros vitales y

Desde un punto de vista practico,
deberd estar dirigido al control de
situaciones criticas que puedan ser mdas comunes en el
animalario, y sobre todo en periodos en los que no existe
actividad laboral, como durante la noche o fines de semana. Asi,
las alarmas de incendio, junto con el control de pardametros como
latemperatura, humedad e interrupcion de la ventilacion, son los
elementos principales a tener en cuenta. Por otra parte, no
podemos obviar que el control de incidencias relativas a equipos
de refrigeracion u otros, que por seguridad para el personal, o por
el valor de las muestras almacenadas, también sea de importancia
vital.

Nota aparte la constituyen las alarmas de incendios, para las
que existe unalegislacién especifica (RD 2177/1996; RD 393/2007,
de 23 de marzo), que nos obliga a contar con un plan de
autoproteccion, asi como con una serie de detectores, alarmas y
medios de control (extintores) de estas situaciones. A pesar de
ello, en algunos de nuestros campus universitarios o centros de
investigacion, no existe siempre una coordinacion para la gestion
de dichas alarmas, por lo que tendremos que ser nosotros, los que

50

implementemos el procedimiento por el que nos serd
comunicada dicha circunstancia cuando no haya presencia de
personal en las instalaciones. En el resto de casos, la
monitorizacion de las incidencias criticas que se produzcan fuera
del horario laboral dependera del grado de informatizacion del
edificioy del personal de seguridad (si existe).

En el presente articulo, expondremos la solucion adoptada en
un animalario en el que seimplementard un sistema de gestiéon de
alarmas através de mensajes de texto de telefonia mévil (SMS).

Antecedentesy metodologia

La actuacion reflejada se produce en primera instancia, sobre
un animalario para ratones integramente estabulados en
microaisladores ventilados. El animalario cuenta con 28 unidades
de ventilacion de racks, repartidos en 10 salas. Durante la puesta
en marcha del animalario, se planteé la necesidad de contar con
un punto de control centralizado para visualizar el estado
operativo de todas estas unidades. Con los medios y personal
disponible, se opté por utilizar las lineas libres preinstaladas de
cableado telefénico de cada sala, conectando a cada linea el
contacto de alarma de cada unidad de ventilacidon. Inicialmente y
como solucién de bajo coste, se instalé una bateria de relés con
leds incorporados, conectados por cable telefénico a los relés de
alarma de las unidades de ventilacion de racks. La bateria de relés
se instalé en un panel situado en el despacho de mantenimiento,
siendo facil detectar por las sefales luminosas si alguna de las
unidades de ventilacién fallaba, sin necesidad de ir sala por sala
verificando el estado de los motores.

El uso generalizado de la telefonia mévil y la disponibilidad de
sistemas modulares de gestién de mensajes via SMS, junto al bajo
coste inicial, nos animé a intentar mejorar el sistema descrito
(panel de leds), que requerian un control presencial, hacia el tipo
de modulos telemdticos, implementando ademds nuevas
funcionalidades, como el control de funcionamiento de los
climatizadores.

Cada modulo GSM/GPRS, en funcién del modelo elegido,
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cuenta con un mayor o menor nimero de entradas y salidas, tanto
analdgicas como digitales, que permiten el control de varios
equipos simultdneamente. A estas entradas se pueden conectar
una gran variedad de sensores (termostatos, higrémetros,
fotocélulas, sensores de caudal, presostatos, etc., o cualquier
componente que cuente con un simple contacto eléctrico). De
igual modo, el médulo permite activar salidas digitales por relé, a
través de drdenes por SMS o de forma programada, lo que puede
sernos también de mucha utilidad para activar equipos auxiliares,
avisadores acusticos o luminosos, etc.

il

el uicooe

HELAES

MEMOTE GEM 10 MODULE

Figura 1.- Médulo GSM/GPRS (Hermes TCR-120-Microcom, Irin, Espaia).

El moédulo instalado (ver Figura 1) cuenta con 4 entradas
analdgicas, 8 digitales y 4 salidas digitales, programables
mediante un software propietario a través de conexion al PC
(Microsoft Windows). Ademas, debe ser complementado con una
tarjeta SIM de telefonia mévil y situado en una zona con cobertura
GSM. Al mismo, se deben conectar mediante cableado, los
distintos componentes (sondas o contactos eléctricos) de los
equipos que queremos monitorizar (ver Figura 2).

Para gestionar las alarmas, dividiremos las incidencias, que
deberdn programarse en el médulo, en dos categorias segun su
gravedad:

1. Aplazables: aquellas cuyas consecuencias sobre el
bienestar de los animales o sobre los equipos
monitorizados no produzcan consecuencias graves en el
plazo de de 48 horas. Estas incidencias se determinan, en
general, dependiendo del grado de desviaciéon de los
pardmetros ambientales, o de desviaciones en el aporte de
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Figura 2.- Esquema de los componentes conectados al modulo
GMS/GPRS.

calor o frio de los sistemas primarios. Por ejemplo, una
desviacion de £ 2°Cen temperatura delas celdas.

2. Criticas: aquellas en las que sea preciso intervenir en un
plazo menor de 24 horas. Por ejemplo, las paradas del
suministro de ventilacion, alarma de incendio, desviaciones
grandes de temperatura, corte del suministro eléctrico, etc.

El modo de actuacion en funcidn de las incidencias quedara
recogido en un Protocolo Normalizado de Trabajo (PNT), de forma
que se recoja en la programacion de los moédulos el tipo de
mensaje de texto (ver Figura 3), y las personas a las que se enviara
elmensaje, que seran responsables de las decisiones posteriores.

Discusiony conclusiones

En el mercado encontramos sistemas comerciales de gestion
de alarmas de utilidad para nuestras instalaciones fundamen-
talmente a dos niveles. Por un lado, los sistemas teleméticos de
gestion de instalaciones, que suelen adoptarse durante la fase de
ejecucién de la obra civil, y por otro, los sistemas de gestion de
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sese0 movistar F 10:02 o 92% .

{ Mensajes  Hermes Contacto

Fallo climatizador 1
Equipo: SEA OMG
23/10/2014 11:41:27

Fallo climatizador 2
Equipo: SEA OMG
23/10/2014 11:39:15

Func. normal Fallo
climatizador 1
Equipo: SEA OMG
23/10/2014 12:40:12

Func. normal Fallo
climatizador 2
Equipo: SEA OMG
23/10/2014 12:42:35

Enviar

Figura 3.-Ejemplos de mensajes de texto.

alarmas para racks ventilados, que ofertan los principales
fabricantes del sector.

En ambos casos, los sistemas ofertados tienen un valor
econdémico alto, siendo necesario evaluar la relacién coste-
beneficio a la hora de tomar la decision de compra.
Indudablemente, el disponer de una herramienta tan util para
tomar medidas ante situaciones de emergencia, nunca deberia
ser tomada como prescindible dadas las consecuencias sobre los
animales, pero desafortunadamente, el nivel de implantacién de
estas alarmas no es algo muy comun en la actualidad en los
animalarios, bien por la falta de recursos econémicos, o por falta
deinformacion ointerés de los drganos jerarquicos responsables.

Elsistema que hemos presentado aqui constituye unatercera
via de gestionar nuestras necesidades sin contar con un
hardware y un software costoso, siendo sélo necesaria una
instalacién menor (cableado y conexién a los distintos
componentes a controlar).

En nuestra experiencia, el sistema de mdédulos GSM
detallado, ha demostrado con creces su fiabilidad desde su
instalaciéon hace 9 anos, constituyendo un elemento muy util en
base a su coste. Actualmente, contamos con cuatro médulos, que

monitorizan la practica totalidad de los equipos criticos en los
animalarios dependientes del S.E.A. Asi, estos sistemas pueden
ser un recurso a tener en cuenta en la mejora de nuestras
instalaciones, proporciondndonos un control permanente y muy
valioso en la vigilancia de la salud y el bienestar de los animales,
ademas de informarnos sobre posibles desviaciones de los
pardametros ambientales, que pueden interferir con las
investigaciones en curso.
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Complejidad

Javier Fidalgo
Socio-director en Ocelata consultores

La empresa IBM publica cada dos afios unas conclusiones
basadas en unaamplia encuesta que realiza a directivos de todo el
mundo. Hace cuatro afios lo titulé Lideraren la Complejidad'.

En ese informe se lee: Mientras ocho de cada diez directores
generales prevén una complejidad importante en el futuro, menos
delamitad seven preparados paragestionarla’.

La complejidad como descripcion del “nuevo entorno” en el que
trabajamos, como dificultad a la que debemos hacer frente, etc.
aparece cada vez en mas articulos y libros sobre gestion’, la
mayoria de las veces al principio, advirtiendo de cuanto ha
cambiado el mundo laboral y empresarial. El término se refiere,
entre otras cosas, a que cada vez es mas dificil predecir cémo sera
nuestro trabajo el préximo mes: si seguiremos trabajando donde
lo hacemos, como y con quién lo hacemos, incluso jsi nuestra
empresa seguira existiendo!

En efecto, la imprevisibilidad es una de las caracteristicas de
los llamados sistemas complejos de los que parece ser formamos
parte.

En realidad, la creciente incertidumbre que nos parece
novedosa parece haber sido lo normal a lo largo de la historia.
Aungue ahora con razén nos desasosiegue lo inseguro del mundo
laboral, durante mil afos y hasta hace bien poco, en Europa, nadie
tenia la seguridad de seguir con vida a tres meses vista. Dice M.
Livi-Bacci' que hasta mitad del siglo XVIIl la muerte tenia un alto
componente aleatorio e impredecible. Causas diversas, como las

'IBM (2010). Liderar en la Complejidad. Recuperado de: http://www-
05.ibm.com/services/es/cio/pdf/GBE03362-ESES-00_HR.pdf

Puede que en esta expresion se esté utilizando el término complejo como sinénimo
de complicado. En este articulo no los consideramos sinénimos. Para ver la
diferencia, ver: Goldstein J., Hazy J.K,, Lichtenstein B.B. (2010). Complexity and the
nexus of leadership. Ed. Palgrave. Macmillan.

*Supongo que llegara un momento que, aceptada como algo normal por las nuevas
generaciones, dejara de aparecer tanto.

“Livi-Bacci M. (1990). Historia minima de la poblacién mundial. Barcelona: Ariel, S.A.
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grandes epidemias de peste, segaban la vida de personas de
todaslasedadesy condiciones.

En mi caso, un texto literario que sirve para dudar de la
normalidad de la sosegada certidumbre de nuestra época, es el
primer capitulo del libro Un Mundo de Ayer de Stefan Zweig. El
autor describe como afinales del siglo XIX, en Austria, millones de
personas compartian la certeza de que la civilizaciéon habia
alcanzado su maximo histérico. Nada ni nadie podia alterar el
bienestar alcanzado, sélo cabia seguir progresando. La edad de
orodelaseguridad.Y luego, todo resulté ser un castillo de naipes’.

Existe una corriente de pensamiento que sugiere que los
humanos formamos sistemas complejos. Tan complejos que
economistas, psicélogos, sociélogos y antropélogos siguen sin
ser capaces de predecir nuestro comportamiento®. Las
organizaciones, en tanto formadas por personas, son sistemas
complejos cuyo comportamiento es igualmente dificil de
predecir. Esa corriente sugiere no defenderse de la complejidad e
incertidumbre asociada, sinoaceptarlay manejarla.

Mas alld de constatar que el mundo ha cambiado en esa
direccién, jqué tiene de ventajoso considerar nuestro entorno
laboral como un sistema complejo?

Desde mi punto de vista, la perspectiva de la complejidad se
ajusta mas a mi propia experiencia y observacién. La idea bésica
que esa perspectiva propone es que los elementos que forman
una organizacion, las personas, son agentes unicos, diferentes
entre si, cada uno con una historia, formacién e informacion
distintas y cambiantes en cada momento. Cada uno de los
agentesinfluye enlos demasy esinfluido por el resto. Por sifuera
poco, esta situacion se estd actualizando, cambiando
constantemente, y nuevos resultados, informacién, acuerdos,
concepciones y formas de cooperar emergen de forma
imprevisible einesperada en cada interaccion.

Esta descripcion, repito, se ajusta mas a la realidad que otra,
mas extendida, segun la cual las organizaciones son entidades

*Zweig Stefan (2001). Elmundo de ayer: memorias de un europeo. Ed. Acantilado
°Salvo en algunas pocas situacionesy muy corto espacio de tiempo.
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donde los resultados son siempre predecibles si el agente aprieta
lateclaadecuada.

Esta segunda forma mas extendida de entender el mundo,
nuestra forma de actuar y relacionarnos, es una de relaciones
causales simples. Los acontecimientos que percibimos tienen una
causa y el nexo con los efectos que producen es tan directo y
sencillo que con facilidad imaginamos su relacion.

Por ejemplo, si necesito que mi departamento genere nuevas
ideas para solucionar cierta situacion, la perspectiva “simple”
supondrd que celebrando una reunién al respecto (causa)
obtendré la nueva idea necesaria (efecto). Desde una perspectiva
“compleja’; el resultado de una reunién como ésa es impredecible
(no podremos asegurar que la idea producida sea
suficientemente buena) y, en cambio, propone estimular los
espacios de interaccion entre personas en los que se produzcan
ideas valiosas inesperadamente (como de hecho suele suceder), y
que esté prevista la canalizacién de esa valiosa informacién
emergida para su utilizacion en beneficio de la organizacion
(como de hecho no suele suceder). Desde esta perspectiva, el
lugar en que puede emerger informacién valiosa es imposible de
prever, podria ser en una reunién, en un pasillo, frente a la
maquina de café, en una conversacion en un chat, etc. Los
directivos, sugiere esta perspectiva, deben proveery cuidar de las
condiciones ambientales que faciliten las interacciones entre
agentes que provoquen el nacimiento de novedades.

A pesar del aparente consenso sobre que el mundo se ha
complicado y su complejidad se ha hecho mas evidente, y a pesar
de que notamos algunos de sus efectos desagradables, nuestra
forma de entender ese mismo mundo y actuar en él parece no
haberse modificado.

A mi juicio, mantenemos una tenaz forma de ver sé6lo bajo el
prisma de la simplicidad causal. Esta, ademas de otros origenes,
se alimenta, me parece, de nuestra experiencia cotidiana. Por
todas partes y continuamente, durante un dia normal, se
manifiestan relaciones causales explicitas y visibles: aprieto el
interruptor y se enciende la luz de la sala; el seméforo se pone
verde, pongo en movimiento el coche; si sigo el procedimiento
aprendido, al apretar una tecla el cajero del banco me entregara
el dinero que necesito; si mi jefe no actia como yo espero es
porque me tiene mania o no sabe dirigir, etc’.

’Este ultimo ejemplo es de diferente categoria que los precedentes, aqui la relacién
puede no ser real, lo he incluido porque ain imaginada, a menudo esa relacion
causal es vivida comossifuera del todo objetiva.
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Esta continua impresion que nos cala sin enterarnos es
subrayada también constantemente desde los medios de
comunicacion con noticias cientificas que destacan ese tipo de
relacion causal’. Estos mensajes tiene una gran fuerza
adoctrinadora en tanto su caracter cientifico lo legitima a ojos y
oidos de la gran poblacion lega. Quizés sea precisamente por su
sencillez por lo que las ideas que exhiben esa relacién, las Gnicas
capaces de ser entendidas por el gran publico, sean escogidas por
los redactores de los periddicos y revistas de mayor tirada.

Por ejemplo, es posible escuchar y leer periédicamente la
proposicidn reduccionista de que todo comportamiento humano
se explica, o llegard a explicarse, descifrando cierta secuencia
genética. Todo estd en los genes. No sugiero que esas
proposiciones cientificas estén equivocadas, lo que quiero
destacar es que parecen las Unicas que son difundidas por los
medios de comunicacion.

Algo parecido ocurre con la ingente cantidad de articulos
escritos bajo ese prisma de causalidad simple y que se identifican
facilmente a través de la forma de titular: Las 5 claves para
aumentartu inteligenciaemocional’.

Una variante de lo anterior, que combina ciencia y
divulgacién, toma laforma de convertir una idea cientifica en algo
falso pero pret a porter para el gran publico que, simplificado, lo
mitificay extiende.

Seguro que usted ha oido algo sobre las distintas formas de
aprender y expresarnos que tenemos las personas segun

*Sinllegaralos deportes, la ciencia es una de las més constantes entre las diez o doce
categorias mostradas en la portada de muchos de los periédicos generalistas de
mayor difusién en internet. Ver por ejemplo, el Frankfurter Allgemeine, The New
York Times, The Independent, Daily Mail, El Mundo, Le Monde, El Confidencial, El
Pais, Corriere della Sera (informacion cotejada el 28 de noviembre del 2014).

°El 16 de septiembre del 2014 tardé 8 min. 26 sg en encontrar en Internet y recopilar
de ocho websites distintas los siguientes titulos de articulos: Las 12 cosas que
transforman exitosamente una gran idea en algo tangible; 5 claves para aumentar tu
inteligencia emocional; 7 Formas en que la generosidad pueden conducir al éxito;
Felicidad Laboral: 5 claves psicolégicas que potencian la motivacion; Los 15 rasgos del
empleado ideal; 11 razones por las que la gente se siente incémoda liderando; Las 10
principales caracteristicas de un buen trabajador en equipo; 4 maneras de dedicarte a
vivirtuvida; Los 10 mandamientos para interpretar el lenguaje corporal; 10 Principios de
buenas comunicaciones corporativas internas.

No sélo se trata de una forma de usar el titulo como recurso para atraer la atencion e
inducir a la lectura. En todos estos casos, y la mayoria de articulos de este tipo que
sigo leyendo, presuponen un tipo de relacién causal directa y simple entre lo que se
pretende conseguiry la accion recomendada. Que los autores crean lo que escriben
es otro asunto, aqui quiero destacar el bombardeo constante del modelo de
causalidad simple al que estamos sometidos.
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predomine en nosotros la actividad cerebral derecha o la
izquierda. En los “izquierdos” predomina el pensamiento légico,
analitico. Los “"derechos” tienen facilidad para ver las cosas en su
conjunto, mentes artisticas. Pues es mentira”®. De nuevo,
compramos con mas facilidad la idea equivocada de una relacién
simple entre una parte anatémica delimitada y unos efectos
concretos que la compleja y, seguin parece, mas acertada, de que
“la funcién no estad atada a un area, es el producto de una red
celular distribuida por el cerebro a través de lébulos y
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hemisferios'"”.

A lo anterior cabe sumar las experiencias en el trabajo. Una
caracteristica de la vida en las organizaciones es la omnipresencia
de datos: ventas diarias; gastos mensuales; errores por envio;
objetivos conseguidos; nivel de competencia alcanzado; etc.
Existen indicadores para casi todo”. La mayoria de esas
mediciones y datos mantienen una relacién causal simple con los
acontecimientos de los que informan. Como he dicho antes, no
quiero sugerir que los indicadores y datos no sean
imprescindibles para gestionar la empresa, sélo quiero llamar la
atencién sobre su posible contribucion a la construccién subjetiva
de nuestraimagen del funcionamiento del mundo.

Por ultimo, puedo suponer que en organizaciones dedicadas
a producir ciencia basada en el método cientifico experimental, la
necesidad esencial de aislary estudiar la relaciéon entre unas pocas
variables puede imbuir a quienes trabajen en ella de una forma de
verlas cosas en la que predomine este tipo de relacion causal.
{Qué consecuencias puede tenertodo lo anterior?

Creo que esta omnipresencia de la relacidn simple puede
inducirnos a extender una percepcion de simplicidad causal a
dominios en los que no sélo no sirva de nada, sino que nos
confunda al analizar la informacién disponible y desoriente en la
tomade decisiones.

Mendez R. (16 de agosto 2013). Desmontando el mito de “cerebro-izquierdo’,
“cerebro-derecho”. Recuperado de: http://www.medciencia.com/desmontando-el-

mito-de-cerebro-izquierdo-cerebro-derecho/
Sobre “neuromitos” tomados como verdad con consecuencias practicas en la

educacion se puede leer: Howard-Jones Paul A. Neuroscience and education: myths
and messages. Nature Reviews Neuroscience, 15 817-824 (2014). Recuperado de:
http://www.nature.com/articles/nrn3817.epdf?referrer access token=PLGGpGzLB
WOi.

"'Sukel K. Can We Quit It With the "Right Brain, Left Brain" Stuff Already?!. Recuperado
de: http://bigthink.com/world-in-mind/can-we-quit-it-with-the-right-brain-left-
brain-stuff-already

"Unamaxima de la gestién de calidad es lo que no se puede medir no existe.
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Es decir, podemos tender a buscar soluciones a problemas
complejos” desde un esquema de causalidad simple. Asi,
buscamos una Unica causa que se cree produce el problemay con
el que se relaciona de forma simple y lineal. Hallada la causa
supuesta, encajamos lo que creemos es una solucién. En estas
condiciones, que acertemos a solucionarlo™ es producto del azar.

Como dijo H.L. Mencken: para cualquier problema humano
existe unasolucién que es simple, elegantey equivocada".

Y aqui voy a parar porque ahora es cuando, cerrando el
articulo, deberia ofrecer una solucién, siguiendo a Mencken,
atractiva e inutil. No creo que exista. En el mundo hay relaciones
simplesy complejas, no son buenas o malas, son las que hay. Delo
que si estoy convencido es de que la eventual utilidad de este
articulo, mas alld de entretener, reside en la idea de que cuanto
mas conscientes seamos de las dimensiones invisibles que
pueden estar influyendo en nuestra forma de pensar y actuar,
mayor control tendremos sobre nuestras acciones y mas
acertadas serdn nuestras decisiones.

“Por cierto que a este grupo suelen pertenecer muchos de los problemas a los que
deben darsolucién quienes manejan grupos o trabajan en equipo.

" A solucionarlo de verdad, no a eliminar momentéaneamente sus efectos de forma
que en apariencia el problema ha desaparecido cuando en realidad espera
escondido bajo una alfombra la ocasion para volver a manifestarse.

“Recuperado de: http://en.wikiquote.org/wiki/H._L._Mencken
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Al cuidado

“Mi dia a dia”

iHolaatodoslos lectores de larevista“Animales de laboratorio”!

Soy Paloma Garcia Potrero, cuidadora del Centro Nacional de
Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)y, a partir de este nimero, voy
a llevar esta seccion dirigida a todos los miembros de la SECAL y
en especial, a mis companeros, los cuidadores de los diferentes
animalarios de la comunidady del pais. Aprovecho para saludar y
agradecer a mis compaferos del CNIO por sus &nimos y por todo
suapoyo. Espero entretenerosy serviros de ayuda sobre cualquier
tema que este enrelacién con nuestromundoy en especial, conel
trabajo que desarrollamos los cuidadores.

Me parece interesante, para irnos conociendo, que tengais
algunos datos sobre el trabajo que desempenoy como es midiaa
diaenelanimalario.

Soy cuidadora desde el 2009 y mi funcidon es valorar
diariamente la evolucién de las patologias de los ratones (en mi
caso particular, puesto que en otros centros se trabaja con otras
especies de animales) al tiempo que observo diferencias o
anomalias posibles ante los ensayos de investigacion,
comunicando los resultados de mi valoraciéon a mis comparieros,
técnicos de animalario y ellos a su vez, completando la cadena
informativa, a los diferentes laboratorios del centro.

Todos los dias, llego a las ocho de la maiana, cojo mi tarjeta, y
ficho por los tornos del centro y después por la entrada del
animalario (el dia que se me olvida la tarjeta es una faena, porque
sin ella, no puedo acceder al animalario, ni dentro de barrera, nia
mis celdas asignadas...).Cuando entro por la puerta del
animalario, lo primero que hago es dar los buenos dias a mis
compaferos que trabajan en el drea de administracion del
animalario y seguidamente, me voy camino al vestuario que
comunica con laZona de Barrera en la que trabajo. En el vestuario,
me desvisto para poder acceder a la primera esclusa donde me
pongo un mono, unas calzas y un gorro, todo estéril por supuesto.
En la segunda esclusa, me pongo los zuecos, la mascarilla,
desinfecto la tarjeta y me la guardo, me desinfecto las manos, me
pongo los guantes y entro a la tercera y Ultima zona, lazona de las




Al cuidado

duchas de aire (una ducha a veces placentera o a veces un poco
incdmoda, dependiendo de la temperatura del aire y de la época
del afio). Cuando ya terminan los 90 segundos que duran estas
duchas, salgo y... ya estoy preparada para empezar mi jornada
laboral.

Tengo que decir, como anécdota personal, que la
primera vez que entré al vestuario y me dijeron “aqui
es donde os tenéis que quitar la ropa” y después de
ver toda la parafernalia que tienes que hacer para
acceder a barrera, mi cara de perplejidad era
asombrosa, como os podéis imaginar.

Una vez dentro de barrera, cada cuidador
del centro tenemos unas celdas asignadas, en
las que trabajamos en pareja y junto a un
técnico de animalario, para los laboratorios
que investigan en el CNIO. Estas celdas se
cambian todas las semanas y se revisan
diariamente. Cuando menciono la palabra
“cambiar”me refiero a que cada celda tiene un
dia de la semana asignado, durante el que
tenemos que revisar, una por una las cubetas,
en mi caso de ratones, revisando uno por uno
los ratones y comprobando su estado de
salud, mirando patologias y valorando si ha
empeorado o no en caso de que las tenga.
Todas las cubetas tienen una tarjeta en la que
los ratones estan identificados y numerados y
tenemos que comprobar que el nimero de
ratones que hay en la tarjeta corresponde al
numero que hay enla cubeta.

Cuando todo esto es correcto, pasamos a los
ratones a otra cubeta con viruta limpia, en la
que ponemos enriquecimiento ambiental
(comunmente llamados “juguetes”) para
intentar asemejar el ambiente de la cubeta
conelde suentorno natural.

Tengo que decir que, después de estar todo limpio, me encanta
quedarme observando como construyen sus niditos y

madrigueras, como olisquean y como se comportan estos
pequenos companeros de trabajo.

Todo esto que os he contado, lo hacemos todos los dias;
revisamos los animales, al igual que su agua, comida y
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enriquecimiento, ya que no les puede faltar de nada en ninguin
momento. Cuando todo esto se termina, nos salimos fuera de
barrera, realizando todo el proceso de acceso a zona de barrera
pero a la inversa, para preparar todo el material que hay que
introducir dentro para su utilizacién, desde los juguetitos de los
ratones, hasta nuestra ropa y EPIS, material de laboratorio,
pienso, dietas especiales, etc. Y todo esto seria un dia de un
cuidadorenel CNIO.

A parte de haceros ver y explicaros lo que es mi trabajo,
también hay otra parte importante que es la satisfaccion de
trabajar en el CNIO o, dicho con otras palabras, lo que hace que
todas las mafianas me levante para venir a trabajar.

-

/!

Para mi, una de las cosas que hace especial este trabajo es
poder trasladar los hallazgos y resultados clinicamente probados
con ratones a la medicina en humanos, poniendo asi nuestro
granito de arena a la ciencia y a la mejora de la calidad de vida en
enfermedades crénicas o graves, como es hoy en dia el cancer,
entre otras muchas. Otra es la compenetracién que puedes llegar
a desarrollar con nuestros pequenos companeros, los ratones. En
este apartado también voy a incluir algunas opiniones de




compaferos en las que explican qué eslo que les
motiva a trabajar en este mundo: por ejemplo, a
Miriam lo que mas la satisface es el buen trato
que proporciona cada dia a sus animales ya sea
para un fin concreto o no; Guillermo dice que
ademas proporcionar bienestar animal, ayuda
poco a poco a mejorar nuestra calidad de vida; y
Maribel y Victoria dicen que a ellas lo que mas la
satisface es que, da igual el tiempo que lleven
trabajando con ratones, no dejan cada dia de
aprender cosas nuevas sobre su trabajo y sobre
ellos.

Y hasta aqui la presentacion de esta
seccion, esperando que os haya
resultado amena, entretenida y que
ademas, os haya acercado un poquito
mas a este tipo de trabajo, a mi dia a dia.
Dar las gracias a lsabel Blanco, jefa de
animalario del CNIO, por confiar en mi
para desempenar esta tarea y espero
que éste sea el principio de un largo
camino y podamos compartir muchas
noticias, informaciones interesantes,
anécdotas... y ni que decir que si hubiera
algun tema por el que sintais mas
curiosidad o que os interese mas que
otro, no dudéis en comunicarmelo por
correo (pgarcia@srv.cnio.es). Seguro
que podemos hablar un rato sobre
aquello que tanto os inquieta.

Foto: shutterstock
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Evaluacion de riesgos por manipulacion
de productos quimicos: método simplificado

Me del Carmen Garcia Ortiz' y Jestis Martinez Palacio’
'Mdster en Prevencién de Riesgos Laborales
*Técnico Superior en Prevencién de Riesgos Laborales

En nuestro campo, es comun el uso de productos
quimicos, bien como parte de los procesos experimentales

(toxicidad, metales...), bien como parte de rutinas higiénicas
(desinfectantes, limpiadores...) o pautas médicas
(anestésicos, fdrmacos...).

Los estudios demuestran que los productos quimicos
actuan normalmente por via inhalatoria, lo que hace que la
evaluacién de estos riesgos pueda resultar compleja.

El Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo
(INSHT) publico en 2011 el documento “Riesgo quimico:
Sistematica para la Evaluacién Higiénica” que establece un
procedimiento para la evaluacién, de forma “simplificada’; del
riesgo por exposicion/inhalacién de agentes quimicos en su
manipulacion.

Este procedimiento se basa en el establecido por el Institut
National de Recherche et Sécurité (INRS) de Francia. El 'método
simplificado’ es, pese a sunombre, muy completo, ya que incluye
etapas de jerarquizacion y de evaluaciéon y ademds tiene en
cuenta pardmetros como el tipo de procedimiento y la
ventilacion.

Este procedimiento es facil de aplicar, y se puede consultary
descargaren lapaginadel INSHT:

http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/CAT
ALOGO%20DE%20PUBLICACIONES%200NLINE/FOLLETOS/NOV
EDADES%202011/Riesgo%20quimico%20para%20la%20evalua
cion%20higienica/documento%20riesgo%20guimico.pdf

La evaluacion simplificada se realiza a partir de las variables
que se muestran en la Figura 1, estableciendo para cada una, una
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producto

| Frecuencia de utilizacion |

Cantidad absoluta de |

I Peligro I I Exposicion potencial I
| Riesgo potencial | | Volatilidad | | Procedimiento de | | Protecciones || Valor limite |

trabajo colectivas ambiental- en tablas

| Riesgo por inhalacion |

Tabla 1.- Esquema para la evaluacién simplificada del riesgo por
inhalacion.

clase y una puntuacién asociada a cada clase, que permitira
caracterizar el riesgo clasificandolo como riesgo a priori bajo,
moderadoy probablemente muy elevado.

La metodologia de evaluacién consta de tres fases:
Inventario de productos quimicos y materiales utilizados,
jerarquizacion deriesgos potencialesy evaluacién deriesgos.

En la segunda fase, relativa la a jerarquizacién de riesgos, se
establecen prioridades de actuacién en funcién de los peligros y
de la exposicion potencial. La clase de peligro se establece a partir
delas frases R o H. La exposicion potencial viene determinada por
la frecuencia y cantidad de producto quimico utilizado. En esta
fase se calcula el riesgo potencial de cada sustancia, y en funcién
del mismo se establecen prioridades de evaluacién por grupos de
riesgohomogéneo.

En la tercerafase, se evalian de forma simplificada los riesgos
siguiendo el orden establecido en la jerarquizacién y teniendo en
cuenta determinados pardmetros en el caso de riesgo por
inhalacién como: los peligros de los agentes quimicos, las
propiedades fisico-quimicas (estado fisico, volatilidad,...), las
condiciones de uso (tipo de procedimiento, temperatura,...) y las
medidas de control (ventilacion).



http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Documentacion/CATALOGO%20DE%20PUBLICACIONES%20ONLINE/FOLLETOS/NOVEDADES%202011/Riesgo%20quimico%20para%20la%20evaluacion%20higienica/documento%20riesgo%20quimico.pdf
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Propiedades fisico-quimicas: La volatilidad o pulverulencia
del agente quimico le permite pasar al ambiente variando en
funcion del estado fisico. Para los solidos se establecen tres clases
de pulverulencia, mientras que paralos liquidos existen tres clases
de volatilidad, en funcién de la temperatura de ebulliciéon y la
temperatura de utilizacién del agente quimico.

Condiciones de uso: Otro de los pardmetros a considerar en la
evaluacion es el procedimiento de utilizacion del agente quimico.
En la figura 2 se muestran las cuatro clases de procedimiento
establecidas y se dan algunos ejemplos de estos sistemas, el
criterio para asignar la clase de procedimiento y su
correspondiente puntuacion.

A .

Ejemplos Epemplos: Ejemplos: Ejemplos:
Puntura & pistola, taladre, | Conducios del reactor, mes- | Feaciorceradoconcargasre- | Fleactor quimico.
musls, vaciado de sacos & | cladofes abierios, pintura & | guiares de agentes quimecos,
mano, de cubos . brocha. & pincel, puestc de toma de muesiras. maquina de-
al arco. (taneles en fase liquida o
Lampieza con trapos.
Miquinas portibiles {sierras,
cepdion_)
Clase 4 Clase 2 Clase 1
1 | 0,05 | 0,001

Tabla 2.- Determinacion de la clase de procedimiento y puntuacion para
cadaclase

Medidas de control: Se establecen cinco clases de proteccion
colectiva segun se realice el trabajo en espacios con ventilacién
natural favorable o no, ventilacién mecénica, bajo campana,
cabinas...

Por ultimo, se tendra en cuenta un factor de correccién en
funcion del Valor Limite Ambiental de exposicion para cada
sustancia.

EI INSHT ha publicado en 2014 una lista actualizada de dichos
valores que se puede consultaren:
http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Instituto/Comision/
GruposTrabajo/ficheros/documentolLEP2014definitivo.pdf

Una vez analizados cada uno de los parametros definidos en
el método se calcula el riesgo por inhacidn (Pin) aplicando la
siguiente férmula:

Pinh = Priesgo potencial X Puolatilidad X Pprocedimiento X Pproteccién colectiva X FCvLa

63

ANIMALES DE LABORATORIO

Invierno 2015. Nimero 64

El valor del riesgo por inhalacion nos permite caracterizar el
riesgoy priorizaracciones.

Puntuacién - N .
del ri Prioridad Caracterizacién del riesgo
eiresgo | de accion
por inhalacién
> 1000 1 Riesgo probablemente muy elevado.
Medidas correctoras inmediatas
Riesgo moderado. Necesita probablemente
>100y =1000 2 medidas correctoras y/o una evaluacion
mas detallada (mediciones)
~100 ; . Riesgo a priori bajo.
Sin necesidad de modificaciones

Este método simplificado sirve para efectuar un primer
diagnostico de la situacion a evaluar y puede servir para concluir
la evaluacién en casos sencillos cuando el riesgo es bajo, pero su
aplicacion no es suficiente cuando se trata de situaciones
complejas para las que se realizard una evaluacion detallada con
mediciones.

En todo uso de productos quimicos, se establecen siempre
una serie de medidas de proteccién generales:

® Como norma general, en los laboratorios siempre habréa una
buena ventilacion.

® las operaciones con productos quimicos se realizaran
preferentemente en Vitrinas de Extraccién de Gases.

® LaFicha de Datos de Seguridad de todos los productos debe
estar siempre disponible.

® Siempre que sea posible, utilizar dispositivos de trasvase
automaticos.

® Para la manipulacion de los productos quimicos es
obligatorio el uso de guantes de proteccién quimica
adecuadaal producto utilizado.

® Respetarel procedimiento de trabajo establecido.

® Informar a los trabajadores sobre los riesgos y las normas
preventivas.

* |dentificar correctamente la zona de almacenamiento de
productos quimicos.

® Nocomer, nibeber, nifumar durante el trabajo.

Ademas, se estableceran unas medidas especificas en funcién
de los resultados o hallazgos realizados en el proceso de
evaluacion, como por ejemplo, modificar el tipo de ventilacién,
ajustar el procedimiento de trabajo, sustituir (si se puede) el
agente quimico...



http://www.insht.es/InshtWeb/Contenidos/Instituto/Comision/GruposTrabajo/ficheros/documentoLEP2014definitivo.pdf
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En todo caso, habra que comprobar periédicamente el buen
funcionamiento de las medidas de control establecidas. Y dentro
de un ciclo de mejora continua, evaluar su aplicacion y efectividad
y proponer mejoras sobre las mismas en base a esta
comprobacion.

La prevencién es una labor permanente y de todos, nunca lo
olvidéis.

Documentacion consultada

- Limites de exposicién profesional para agentes quimicos en
Espana2014.INSHT 2014.

- Riesgo quimico: Sistema para la Evaluacién Higiénica.
Utilizacion de un método simplificado. INSHT 2011.

- Guia técnica para la evaluacién y prevencion de los riesgos
relacionados con los agentes quimicos presentes en los lugares
detrabajo.INSHT 2013.
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El control sanitario en el pez cebra:
De donde venimos y adonde vamos

Juan Ramos Blasco, DVM

Supervisor de la seccion de animales acudticos.
Parc de Recerca Biomédica (PRBB)

Para inaugurar esta seccién de la revista dedicada al control
sanitario se me ha preguntado por la situacion del pez cebra en
investigacion.

He de decir que los que tratamos con peces, miramos con
envidia el conocimiento y la estandarizaciéon conseguidos en la
definicion de los controles de las colonias de roedores seguin su
clasificacion sanitaria (ver Tabla 1), lograda después de muchos
anos de investigacion con estos modelos animales.

1. Convencional: Animales sanos sin analiticas de
control sanitario.

2. SPF (Specific Patogen Free): Animales libres de
patdgenos especificos.

3. SOPF (Specific and Oportunistic Patogen Free):
Animales libres de patégenos y oportunistas
especificos.

4. Axénicos: Animales libres de cualquier
microorganismo.

Tabla 1.- Clasificacion sanitaria en roedores.

El auge del pez cebra en el mundo de la investigacion
biomédica se produjo en el momento en el que se complet6 la
secuenciacion de su genoma a principios de este siglo. Una de las
facetas mas codiciadas es la de llegar a definir y establecer una
calidad sanitaria parecida al SPF, pero son diversos los factores
quetodavia no han permitido alcanzarlo.

Es un modelo emergente por lo que cada vez existen mas
animalarios acuaticos. La gran facilidad para generar nuevas
lineas genéticas y el constante intercambio de las mismas entre
los grupos de investigacion, ha favorecido la dispersion de ciertos
patégenos. Actualmente, podriamos clasificar sanitariamente las
colonias de pez cebra como convencionales, a nivel internacional.
Aun queda mucho trabajo para conseguir que sean libres de

)

patégenos especificos. Para esto hace falta, en primer lugar, una
puesta en comun sobre las distintas patologias que afectan al pez
cebra, asi como su epidemiologia y repercusiones en la
investigacion. Todavia no existe un liderazgo para dirigir estos
esfuerzos de la comunidad acuatica y erradicar ciertas patologias
altamente distribuidas. Tampoco existe una imagen global del
estatus sanitario de los peces cebra.

Por ejemplo, uno de los patégenos que mas afecta al Danio
rerio es la Pseudoloma. Este patédgeno (que se instala en el sistema
nervioso y que normalmente cursa de una manera crénica,
provocando una serie de sintomas bastante inespecificos comola
emaciacién, disminucion de los indices reproductivos y
deformidades del raquis - ver Figura 1) aun es un gran
desconocido. No se sabe a ciencia cierta como se trasmite, lo que
dificulta mas su erradicacion. Eso si, parece que es capaz de
superar las barreras que le ponemos para evitar su dispersion: el
“lavado” de los huevos de los peces procedentes de otras
instalaciones (proceso de desinfeccion de la superficie del huevo
mediante el uso de lejia: bleach en inglés), asi como el empleo de
cuarentenas, se han demostrado inefectivos para erradicar la
Pseudolomaneurophila.

Figura 1.- Deformidades del raquis.
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El uso de alimento vivo afiade una complicacién adicional, ya
que podemosintroducir patégenos por una nueva via. Parece, por
ejemplo, que ciertas larvas de insectos (aun congeladas) pueden
contener ciertos parasitos, o que el uso de paramecio puede
favorecer la dispersién, o incluso la infeccion, de alguna de las
micobacteriosis que pueden afectar al pez cebra.

A esta situaciéon, hemos de afadir otros factores que
complican aun mas el llegar al tan deseado y codiciado estatus
SPF. Por ejemplo, el control medioambiental es mucho mas
complejo de analizar y de mantener debido a la existencia de
bacterias y hongos muy ubicuos, que estan presentes de manera
normal en el agua y que pueden generar patologias. A la hora de
fijarnos en el agua deberemos prestar atencién tanto a la calidad
microbioldgica, como a la fisico-quimica, ya que pueden ser
causantes de multitud de patologias.

El conjunto de acuarios que comparten el agua recirculada se
llama sistema. Cada sistema es una unidad microbioldgica, es
decir, todos los acuarios con sus animales comparten el mismo
estado sanitario. Cualquier entrada de un agente infeccioso se
distribuye a toda la colonia a través del agua (ya que el agua ejerce
a la vez de barrera y vector). Por si fuera poco, el disefio de los
sistemas no suele hacer factible la eliminacion mecanica del
biofilm (capa de caracter organico formada por la precipitacion de
los elementos disueltos en el agua - ver Figura 2), generada en las
conducciones, permitiendo el emplazamiento de ciertos
patégenos en las instalaciones. Ademas, resulta practicamente
imposible la desecacién (que es un método de desinfeccién
eficaz) de ciertas partes de estos sistemas.

Figura 2.- Formacion del biofilm.

En cuanto a la calidad microbioldgica del agua todavia no se
ha llegado a un acuerdo: mientras que hay quien parece abogar
por el control de los patégenos directamente en el agua, otros
piensan que es mas sensato centrarse en la carga total de
bacterias aerobias presentes (lo que es indicativo de la calidad
microbioldgica del agua), indicador del funcionamiento de
nuestras lamparas ultravioletas y de los métodos de limpieza. Eso
si, no hay una recomendacién al respecto y se suelen emplear
muchas veces como referencia las guias sobre fuentes de agua
potables o piscinas.

El control de los parametros fisico-quimicos se hace esencial
si queremos mantener a los peces dentro de sus rangos
biolégicos (conservando asi su homeostasis), y evitar distintas
patologias no infecciosas (ver Figura 3). Estos problemas
asociados a la calidad fisico-quimica del agua pueden ser de
diversa indole como enfisemas (microburbuja), estrés crénico
(hipoxia, nitratos, toxicos) o de caracter mas agudo (amoniaco,
por ejemplo). Parece que se empieza a llegar a un consenso més o
menos generalizado en cuanto a los pardmetros a controlar y los
valores deseados. Eso si, su mantenimiento y control requiere un
esfuerzo casidiario.

Figura 3.- Control pardmetros quimicos.

Esta situacion aun se agrava mas si le anadimos el gran
desconocimiento sobre la calidad genética de los animales y sus
posibles implicaciones en la generacién de diversas patologias.
También parece que ciertas manipulaciones o la forma de
gestionar las colonias pueden aumentar la incidencia de ciertas
patologias (sobremaduracion de oocitos, heridas, etc.- ver Figuras
4y5).
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Figura 4.- Sobremaduracién de huevos.

A pesar de estas dificultades, existen acciones que parecen
que nosllevan hacia el buen camino: el de los roedores.

De momento, gracias a la erradicacion del uso de animales
procedentes de tiendas de acuariofilia (ahora ya por imperativo
legal) se ha facilitado la desaparicion de la Pseudocapillaria
(parasito intestinal de la familia de los nematodos) y del
Piscinoodinium (un dinoflagelado que parasita a distintos peces),
lo que es ya unavance significativo.

Michael Kent ha puesto a punto los primers para elaborar PCRs
que permiten la deteccidn de Pseudoloma, convirtiéndole en un
gurl de la patologia en pez cebra. Esto esta permitiendo que
distintos laboratorios del mundo tengan validadas ya las PCR para
la deteccion de este patégeno, como en el ZIRC (Zebrafish
International Resouce Center de Oregdén) donde se estadn
generando, poco a poco, stocks de reproductores libres de
Pseudoloma. También existen otras PCRs que nos permiten
detectar la presencia de otros patégenos como Mycobacterium
spp,y otras bacterias (pero hay que recordar su ubicuidad).

Figura 5.- Ulceracion en pez cebra.

Para alcanzar el objetivo deseado, en mi opinidn se deberia
trabajar en distintas direcciones:
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1. Implementar el sistema de desinfeccién de los huevos y la
gestion de las cuarentenas. Esto se ve facilitado por la
disposicion de PCR frente a distintos patdgenos y la
deteccién cuasi-inmediata de los mismos, que a su vez,
permitiria la generaciéon de stocks libres de Pseudoloma
neurophila e idealmente, de otros patdgenos.

2. Centrarse en las implicaciones genéticas de los distintos
stocks y lineas, de las que empieza a haber alguna
informacion.

3. Estandarizacion de las condiciones de cria y gestion de las
poblaciones y sus movimientos entre centros para
favorecer la homogenizacion entre las distintas
instalaciones y evitar la entrada de patégenos por esa via
(verFigura6).

4. Profundizar en el conocimiento de métodos fiables de
desinfeccién de los sistemas, que incluya un disefio de los
equipos, que permitan la limpieza mecanica de las distintas
conducciones. Estandarizar dichos sistemas de

desinfeccién. Actualmente el cloro es uno de los sistemas
predilectos pero su eficacia varia segun diversos factores.

Figura 6.- La gestién de las cuarentenas es indispensable.

Actualmente existen grupos de trabajo que estdn
empezando a elaborar guias para el pez cebra (como las
asociaciones FELASA, AAALAC, ZHA, etc.), pero todavia no son
muy especificas. Aunque hay literatura al respecto, muchas veces
los resultados son contradictorios. Por ello se hace necesario
potenciar las asociaciones de pez cebra con objeto de recopilar
distintas experiencias y llegar a un consenso mas o menos
generalizado que nos guie enlabuenadireccion.
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LOS ANIMALES DEBEN ESTAR
ESTABULADOS EN JAULAS Y RECINTOS
QUE REUNAN CONDICIONES AMBIENTALES
APROPIADAS PARA CADA ESPECIE,

EN LOS QUE, ADEMAS, PUEDAN
DESARROLLAR COMPORTAMIENTOS
PROPIOS DE SU ESPECIE.
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Libros y paginas web

Investigacion
transparente

Daniel Baizdn Vicent

Danio rerio, el pez cebra, se ha convertido en uno de los
referentes para la investigacion biomédica y recientemente se le
considera uno de los mejores organismos para investigar
infecciones tanimportantes como el ébola.

En este articulo vamos a nadar por varias paginas web para
ver qué nos puede ofrecer el pez cebra. Las ventajas de este
pequeno ser van desde su adaptacion al medio hasta sus
posibilidades biomédicas; y eso le ha colocado en una posicion
privilegiada entre los animales de laboratorio.

La primera parada que realizaremos para conocer al pez cebra
sera en el Centro Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). A
pesar de sus 75 afos de edad, el CSIC sigue a la cabeza de la
investigacidon espafnola y también tiene al pez cebra entre sus
modelos deinvestigacion.

En la pdgina www.seresmodelicos.csic.es vamos a encontrar
al pez cebraentre otros.

Seres modélicos

Entre la naturaleza y el laboratorio
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Para aquellos que desconozcan el origen del Danio rerio esta
web les va a mostrar unas pinceladas de todo lo que aporta a la
investigacion.
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Uno de los apartados que destacaremos en esta pagina es la
galeria multimedia en la que vamos a encontrar muchas
fotografias del pez cebra, pero también unos videos muy
interesantes contados por investigadores que tienen mucho que
decirsobre estos organismos.

Galeria multimedia

Videos

Una vez nos hayamos empapado bien de toda la informacién
es hora de nadar hasta el siguiente punto de conocimiento del
pezcebra.

En este caso nos trasladaremos a la Red de Formacion Inicial
Marie Curie en la que un ambicioso programa con fondos
europeos pretende sacarle el maximo rendimiento a las
investigaciones con el pez cebra.

i i s .
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Con inicio en enero de 2012 y una duracién de 4 afos,
www.fishforpharma.com tiene como objetivos prioritarios:

- Aprovechar el pez cebra como modelo de alto rendimiento
para los programas de investigacion de enfermedades
infecciosas humanasy el desarrollo de medicamentos.

- Formar una nueva generacién de jévenes investigadores con
conocimientos multidisciplinarios para introducir modelos
de pez cebra en las ciencias biomédicas y en el cribado pre-
clinicodefarmacos.

Con estos objetivos bien claros, nos vamos a encontrar a un
conjunto de paises que aiinan esfuerzos en un proyecto que, poco
apoco, vaobteniendo resultados satisfactorios.

Ademéds, la péagina también aporta informacién sobre el
porqué del uso de los Danio rerio en investigaciones tan
especificas como las que se realizan.

Publicaciones

. Cwatieh « 50 "fl - Respuestas inmunes higado a estimulos inflamatorios en un
© . . . modelo de dieta obesidad de pez cebra

VSl Kaveia M Ferradndes M. Figuesar A Hervod B ) Endocringl, 2004 noviemive & DU 106

2 El estudio de la sepsis ¥ 1a tolerancia a lipopolisacirido en el
i pez cebra

Pt dwsreicar fea erers caretlatm asciadn <o sapl 14 tokscandia, i et e un

Entre las adheridas a este proyecto se encuentran dos
entidades espafolas que aportan todo su potencial para sacar el
maximo partido a estos pequefos organismos. Fruto de ello son
los resultados que se pueden encontrar en la web, que muestran
los beneficios de trabajar con estos peces para determinadas
investigaciones. Y como aporte extra, la galeria de imagenes es
muy curiosa.

Finalmente, nuestra Ultima parada acuética es Uruguay. En
este caso vamos a sumergirnos en un blog que se cre6 en 2011y
que perdura hasta la actualidad. A caballo entre el aporte
cientifico y el educativo encontramos http://desarrollo-pez-

cebra.blogspot.com.es/, un blog que nos va a aportar otra serie de

informaciones sobre el pez cebra. Siendo quizas la pagina menos
formal, no deja de dotarnos de valiosa informacién a diversos
niveles.

EL DESARROLLO DEL PEZ
CEBRA
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Entre la informacién que nos vamos a encontrar en esta
paginadestacaelaccesoaunbloghoménimo que nosampliardel
abanico de datos del pez cebra y también, una serie de power
points realizados por docentes de universidades uruguayas que
nos permitiran ver, con mas claridad, algunos de los motivos del
uso de estos organismos.

Hasta aqui hemos llegado nadando con el Danio rerio, que
nos ha mostrado todo lo que nos puede aportar para mejorar la
vida. Pero, al igual que el resto de peces, no debemos detenernos
aqui sino continuar surcando el océano del conocimiento para
poderllegarundiaaunbuen puerto.
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JY ti queé opinas?

Conjuntivitis cronica en ratones:
papel de los agentes oportunistas

Angel Naranjo Pino
Centro Nacional de Biotecnologia-CSIC

Una colonia de ratones de la cepa B6;129P2-Cd19™““"/)
alojados en una zona de barrera comenzaron a desarrollar,
alrededor de los ojos, los siguientes signos clinicos (ver Figura 1):

¢ Alopecia.
® Inflamacién palpebral.
¢ Exudado periocular.

¢ Ulceraciones.

Figura 1.- Signos clinicos presentes en los ratones afectados.

Todos los animales con signos clinicos eran mayores de 3
meses. Los signos clinicos se daban tanto en machos como en
hembras.

En todas las cubetas de esta cepa algun animal presentaba
algunsignoclinico delos anteriormente citados.

El control sanitario de los animales de la zona se habia
realizado recientemente utilizando centinelas y siguiendo las
recomendaciones de FELASA. Todos los resultados de los

centinelas testados eran negativos. No existian resultados
histéricos positivos relacionados con los signos clinicos. Se
realizaron necropsias de varios animales y se tomaron muestras
para bacteriologia.

Los informes patolégicos observaron las siguientes lesiones
(verFigura2):

e Conjuntivitis crénica activa caracterizada por infiltracion
inflamatoria de células monoy polinucleares, y macréfagos.
e Hiperplasia de epitelios conjuntival y corneal.

H/E x400

Figura 2.- Conjuntivitis crénica activa con infiltracion de mono y
polinucleares y macréfagos. Hiperplasia de epitelios conjuntival y corneal.
Hiperplasiay ligerainfiltracion inflamatoria del epitelio palpebral

Los informes microbioldgicos detectaron Cocos Gram-
positivos, coagulasa negativos (ver Figura 3).

Figura 3.- Aspecto macroscopico
de las colonias de Staphylococcus
xylosus en placas de Agar-sangre.
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(Ytuquéopinas?
{Dequéagenteinfeccioso puedetratarse?
{Quéotras pruebas de diagndstico harias?
{Comolotratarias?

{Qué medidastomarias?
{Quéimportanciatiene?

SOLUCION

Seaislo e identifico Staphylococcus xylosus, mediante cultivoy
perfil bioquimico en dos laboratorios distintos, confirmandose su
identificacion mediante PCRy secuenciacion del 16sr DNA (1).

Serealizd un antibiograma para establecer el tratamiento mas
adecuado. La bacteria era sensible a la mayoria de los
antibacterianos utilizados normalmente (verTabla 1).

En un primer momento se aislé la colonia evitando el contacto
con otros animales. Las cubetas de estos animales eran las tltimas
que se cambiaban, y todo el material sucio se metia en bolsas para
su procesado de forma independiente del resto del material. El
personal que manipulaba estos animales no manipulaba otros
animales en el resto del dia.

Aislado S. xylosus
Trimetro/sulfamet. Sensible
Gentamicina Sensible
Neomicina Sensible
Ampicilina Intermedio
Amoxiciclina Intermedio
Cefalexina Sensible
Eritromicina Sensible
Clindamicina Sensible
Enrofloxacina Intermedio
Marbofloxacina Sensible
Sulfonamidas Sensible
Tetraciclina Sensible

Tabla 1.- Antibiograma.
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Staphylococcus xylosus es una bacteria coco Gram-positivo,
coagulasa negativo, del género Staphylococcus que se aisla
fundamentalmente de biofilms, y de un amplio nimero de
alimentos (quesos, leches, embutidos, etc.) procedentes de
animales, para el consumo humano. También se ha descrito la
presencia de esta bacteria en contaminaciones intrahospitalarias
en humanos inmunocomprometidos, en pielonefritis,
endocarditis, etc.

Asimismo, se ha aislado S. xylosus en dermatitis de ratones
nude (2), en lesiones necroéticas de la cola de ratones SJL/J (3), en
dermatitis granulomatosa alrededor de los pabellones

tm1lau

auriculares de ratones C57BL/6J-Nos2 (4) y en multiples
localizaciones en diferentes lineas de ratones con alteraciones de
la funcionalidad de los macréfagos (5). Entre estas localizaciones

estabanlos parpadosyla conjuntiva ocular.

Inicialmente se establecidé en la colonia un tratamiento de
Sulfametoxazol-trimetropin a dosis de 15 mg/kg en el agua de
bebida durante 28 dias, como se habia descrito enla literatura.

Este tratamiento no eliminé los signos macroscépicos ni la
aparicion en la colonia de nuevos ratones con signos clinicos.

Por dicho motivo se establecié un nuevo tratamiento con un
colirio de gentamicina al 0.3% por via tépica durante 5 dias,
aplicado dos veces dia. Este tratamiento eliminé los signos
clinicos en aquellos animales que estaban en fases iniciales y que
aunno presentaban ulceras.

S. xylosus es un organismo comensal de la piel de los ratones
(6). En algunas ocasiones, dependiendo del hospedador y de las
circunstancias, especialmente en animales inmunodeficientes,
produce alteraciones y signos clinicos que pueden ir desde
problemas en la piel (dermatitis, Ulceras, blefaritis, conjuntivitis,
etc.) hasta abscesos en drganos internos (nédulos linfaticos,
pulmén, musculos, etc.)

Se refuerza la idea de S. xylosus como un agente oportunista
en infecciones muy localizadas, en nuestro caso dérmica y
mucosa externa, como es la conjuntiva oculary el drea palpebral.
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No es uno de los agentes que FELASA (7) recomienda
controlar; y por este motivo, es posible que su presencia esté
siendo minusvalorada en ese tipo de lesiones.

Como ocurre con otros farmacos, por problemas de
distribucién corporal y biodisponibilidad, la antibioterapia
parenteral en las conjuntivitis tiene una peor eficacia, dando
mejores resultados los tratamientos con antibiéticos por via
topica. El problema radica en lo laborioso del proceso de la
aplicacién del colirio a todos los animales en el caso de
poblaciones grandes.

Habra que plantearse la posibilidad de seguir con el
tratamiento hasta su erradicacion, la salida de los animales de la
zona de barrera y posterior rederivacion, e incluso el cruce con
animales del fondo genético (C57BL/6J) para eliminar posibles
susceptibilidades por motivo de alteraciones genéticas
desconocidas que hayan aparecido en una cepa aun no
congénica.

Agradecimientos:

Queremos agradecer de manera especial a Alistair Thompson
y H. Donnelly (Surrey Diagnostics), y a Alba de Martino (CNIO) por
su ayuda con la aportacién del diagndéstico microbiolégico y
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Joana Visa Esteve

Responsable de Bienestar Animal
Institut d'Investigacié Biomédica de Bellvitge (IDIBELL)

iDesde cuando es socia de SECAL y qué opinion le deja nuestro
colectivo?

No me acuerdo desde cuando soy socia de SECAL, pero en el
2001 estuve en la Junta. SECAL fue el paraguas que me acogio
cuando decidi cambiar mi rumbo en mi carrera profesional de
postdoctoral como patdloga hacia el mundo del animal de
laboratorio. La SECAL tiene el valor que tiene por el perfil altruista
de sus socios. Y en mi caso de los socios “fundadores” que fueron
los que me“mentorizaron”.

Segun su experiencia, ;como describiria el pasado, presente y
futuro en relacién a la formacién del personal que trabaja con
animales delaboratorio?

La formacion requiere tiempo, dinero y voluntad. Con
recomendaciones (como la de FELASA), la publicacion

de la nueva directiva y sobre todo con la nueva orden
ministerial, disponer de un plan de formacion ya no
serd voluntario sino reglamentario.

Si hay que solicitar presupuesto en un momento con pocos
recursos, si hay que reorganizar tareas porque un técnico se
ausenta para ir a un curso en un momento con reduccion de
personal, el cumplimiento legal facilita las gestiones con
direccién.Vamos amejor.

{Cudl cree que puede ser el mejor camino para regular y acreditar
laformacion en el ambito del animal de laboratorio?

El camino ideal seria que la hoja de ruta viniese de Europa.
Permitiriaarmonizaryfacilitaria el movimiento del personal.

La formacién continua sirve entre otras cosas como estrategia
para alcanzar los objetivos legales, pero jes una herramienta para
motivaral trabajador?

Para la mayoria de técnicos el poder realizar nuevas tareas es
un factor de motivacion efectivo. Para asegurar que las tareas se
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cumplan adecuadamente es necesario que se apoyen en una
buena formacion (formacion en el lugar de trabajo). Siel proceso
formativo es externo al centro, la relacion que se establece
(networking) con otros técnicos favorece el mantener al técnico
motivado.

Para aquellos técnicos con dificultades para participar en
cursos, la formacién on line puede ser una opcion que permita
creceranivel formativoy sentirse mas valorado.

El animalario del IDIBELL tiene una acreditacion de calidad. ;Qué
consejo le daria a un responsable de un animalario, antes de
pensar en unaacreditacién?

Cuanto mas haya que mejorar, mas beneficios se obtienen de
participaren unsistema de evaluacion externo.

El segundo punto que me gustaria destacar es que los
diferentes sistemas de calidad son complementarios. Por
ejemplo, el sistema de gestion de la carpeta curricular al que te
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obligan las BPLs, es perfectamente util para cumplir los requisitos
del AAALAC y de la ISO 9000. Sin embargo, antes de decidir qué
tipo de sistema es el méas idoneo recomendaria disponer de un
plan estratégico que defina claramente la visién, mision y
objetivos del animalario y cdmo encajan con los del instituto o
centroal que pertenece.

;Cudl cree que es la perspectiva de la investigacion biomédica en
los modelos animales en Europa, a propésito de la nueva
directiva?

La realizacién de algunos procedimientos “severos” o con
especies sensibles se va a llevar a cabo fuera de Europa, o en
aquellos paises que forman parte de la UEy no hayan traspuesto la
directiva.

Por ultimo. 5 frases claves en la gestion de un animalario.

Disponerde un plan estratégico queincluya:
-Plan deformacién (incluidosinvestigadores y técnicos).
- Gestion del Personal.
- Gestién econdmica para ser sostenible.
-Implementaryactualizar el plan estratégico.

sociedad espanola
para las ciencias
‘ del animal de laboratorio

PRINCIPIOS ETICOS EN
INVESTIGACION Y DOCENCIA
CON MODELOS ANIMALES

LOS ENSAYOS DEBEN REALIZARSE
CON UN GRADO DE REFINAMIENTO
QUE EVITE DOLOR, SUFRIMIENTO O

ANGUSTIA INNECESARIOS DE
LOS ANIMALES. SE DEBEN ESTABLECER
CRITERIOS DE PUNTO FINAL,
Y PAUTAS DE ANESTESIA
Y ANALGESIA ADECUADAS
EN FUNCION DE LA SEVERIDAD
DE CADA PROCEDIMIENTO.
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Horizontal

. Prueba conductual utilizada para evaluar la ansiedad en roedores y

basada en el conflicto de tendenciasinnatas de evitar espacios abiertos.

. Antiparasitario muy util en el tratamiento de varias infestaciones por

ectoparasitos.

. Existencia de dos formas o dos aspectos anatémicos diferentes en una

misma especie.

. Grupo experimental en todo procedimiento al que no se le administra

nada, nitan solo vehiculo; es un control de valores basales.

. Orden de mamiferos que se caracteriza por poseer dos pares de

incisivos superiores de crecimiento continuoy carecer de caninos.

. Ciencia que tiene como objetivo clasificar los seres vivos atendiendo a

sus caracteristicas, desde las mds generales alas mas especificas.

. Realizacion cientifica universalmente reconocida que, durante cierto

tiempo, proporciona modelos de problemas y soluciones a una
comunidad cientifica.

Descendiente de un cruce entre dos lineas consanguineas diferentes.
Procedimiento quirdrgico que implica una gran incisién para acceder a
lacavidad abdominal.

. Suministro de sustancias de manera lenta pero sostenida a un sistema,

unaparato, un tejido o un érgano, por viaintravenosa.
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Vertical

En ratones, pérdida de pelo alrededor de la cabeza, vibrisas, hocico, y
hombros principalmente. Se considera un indicador de dominacién
social (vozinglesa).

Conducta de inmovilidad o petrificacién, inducida por miedo ante
estrés condicionado (vozinglesa).

Medicién para caracterizar la fase del ciclo estral y determinar el
momento de méaximareceptividad delahembraalamonta.

Pelos especializados que poseen algunos animales como elemento
sensorial tactil.

. Periodo de tiempo minimo que se debe mantener a los animales,

garantizando una buena adaptaciéon a las nuevas condiciones
ambientales, antes de cualquier procedimiento experimental.

. Crecimiento excesivo de los incisivos, que origina dificultades para el

cierredelaboca.

. Cepa de rata utilizada como modelo genético para la investigacion

sobrelaobesidadyla hipertension.
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preconditioned to your parameters and ready for use when they enter your facility.

For more information, please contact us at services@eu.crl.com

<
C h a rl eS rlve r services@eu.crl.com

accelerating drug development. exactly. www.criver.com
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demanda.

Rendimiento probado
de lineas celulares.

Tal como demuestran publicaciones
de las mas reconocidas instituciones
investigadoras de todo el mundo, los modelos
oncolégicos de Harlan Laboratories ofrecen
especificaciones de alta calidad, dietas y

servicios de asistencia que pueden necesitar
en su investigacion contra el cancer.

Para mas informacion, visite nuestra
Web www.harlan.com/oncology.
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