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Un modelo 3| ]ado de
los humanos

EL ANALISIS DE LA PIEL, MUSCULATURA Y CORDON NERVIOSO DE SUS TENTACULOS
ESTA PERMITIENDO AVANZAR EN EL DESARROLLO DE PROTESIS BIOINSPIRADAS.

Octopus vulgaris tiene cuatro pares de brazos y dos filas de ventosas que realizan
muchas funciones, incluyendo la flexién y el alargamiento. Por esta razén, y gracias a
técnicas de analisis ultraestructural por microscopia electrénica, el pulpo esta siendo
elegido por muchos investigadores como modelo para el desarrollo de una nueva
generacion de robots y proétesis. Sin duda, estos nuevos sistemas estan logrando
aportar unas funcionalidades que mejoran la integridad social y la calidad de vida de
muchos pacientes.
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Transgénicos

El animal de laboratorio constituye un reactivo bioldgico
basico en la investigacion biomédica. Se utilizan como modelos
para la investigacion y comprensién de las causas, diagndstico y
tratamiento de enfermedades que afectan a los humanos y a los
animales, asi como para el desarrollo, produccién y control de
medicamentosyalimentos.

La importancia de utilizar el modelo animal idéneo para una
linea de investigacion concreta ha llevado a la caracterizacion de
multitud de cepas de diferentes especies, principalmente de
raton y rata, con objeto de elegir el mejor modelo experimental.
Sin embargo, es con la ingenieria genética que la creacion de
nuevos modelos ha llevado al desarrollo de una gran cantidad de
modelos animales modificados genéticamente y que constituyen
el mejor modelo experimental en multitud de lineas de
investigacion biomédica.

En este numero se presentan una serie de articulos en los que
encontraréis una revision sobre las técnicas de transgénesis
clasicas y actuales, asi como su incidencia en los modelos
animales para la investigacion del cancer de pancreas y de la
enfermedad de Alzheimer.

Sin embargo, la proliferacion de estos modelos animales crea
la necesidad de la creacion de repositorios de muestras con el
objetivo de intercambiar material biolégico y fomentar la
cooperacion entre grupos de investigacion. Con objeto de
fomentar la formacién de estos repositorios, en este niumero
también encontraréis el documento directriz que ha realizado un
Grupo de Trabajo de la SECAL para la creacién de biobancos de
tejidos obtenidos de animales de experimentacion con fines de
investigacion biomédica.

Es indiscutible que ademas de los objetivos mencionados
anteriormente, la creacion de estos biobancos facilita la reduccion
del nimero de animales utilizados en investigacién, uno de los
principios basicos de las 3 Rs en el dmbito de la experimentacion
animal.

Direccion Revista SECAL

Foto: Hernan Serna
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Descubierta una proteina imprescindible
para formar ovulos y espermatozoides

Las células sexuales, a diferencia de las células del resto del
organismo, contienen la mitad de cromosomas (son haploides).
En la meiosis, a partir de una célula precursora (células germinales
primordiales) se obtienen durante |la espermatogénesis cuatro
espermatozoides, mientras que en la ovogénesis se produce un
solo ovocito (los otros tres degeneran durante el proceso).

Cientificos del Instituto de Investigacion Biomédica (IRB
Barcelona), liderados por el investigador Angel R. Nebreda,
publican en Nature Communications que la proteina RingoA es un
regulador fundamental de la meiosis, proceso de division celular
por el que se producen évulos y espermatozoides para la
reproduccion sexual de mamiferos.

< Cientificos espanoles descubren una proteina,
[lamada RingoA, esencial en meiosis, proceso
de division celular que da lugar a las células sexuales,
vy demuestran en un estudio que sin esta proteina,
los ratones de ambos sexos son esteriles.
Los resultados del trabajo podrian servir de base
para desarrollar anticonceptivos masculinos. >

Los ratones sin RingoA obtenidos en el Laboratorio de
Senalizacion y Ciclo Celular de Nebreda, estdn aparentemente
sanos pero son completamente estériles, tanto machos como
hembras. Tras tres afos de experimentos, los investigadores
postdoctorales del IRB Barcelona, Petra Mikolcevic y Michitaka
Isoda, describen los desajustes moleculares que se producen
durante la meiosis debido a lafalta de esta proteina.

Con el estudio, los investigadores aportan nuevos datos sobre
un proceso fundamental para todas las formas de vida que se
reproducen sexualmente. “Todos empezamos con una meiosis, asi
que saber como funciona es intelectualmente muy interesante’,
apuntaNebreda.

“No hay buenos modelos in vitro para estudiar la meiosis. Es
dificil extraer los espermatozitos y hacer estudios en placas, hay que
estudiarlos en los testiculos. Y con los ovaocitos todavia es peor porque
en las hembras los évulos se generan en las fases tempranas del
desarrollo y trabajar con embriones es técnicamente complejo’;
anade.
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Los cientificos han descubierto que RingoA es un activador
fundamental de la proteina Cdk2, la quinasa con la que forma un
complejo necesario para llevar a cabo la meiosis. De hecho, el
modelo genético de raton sin Cdk2 publicado hace 12 anos por el
grupo de Mariano Barbacid en el CNIO es también viable pero
estéril y presenta exactamente las mismas alteraciones en meiosis
que el obtenido ahora por los investigadores del IRB Barcelona.

“En biologia, si obtienes dos fenotipos prdcticamente
indistinguibles es una indicacion de que las proteinas ejercen la
misma funcién y que pueden trabajar juntas” Lo que no se sabia
hasta ahora era que la pareja fundamental de Cdk2 en meiosis era
RingoA, porque Cdk2 normalmente forma complejos con otro
tipo de proteinas llamadas ciclinas.

Los andlisis demostraron que RingoA funciona en los
telémeros, unas estructuras que protegen los extremos de los
cromosomas, y donde también se localiza Cdk2. En meiosis, los
telomeros actian como anclajes para que los cromosomas se
agarren a la membrana nuclear lo que permite a los cromosomas
intercambiar trozos de ADN; este proceso de recombinaciéon
cromosomica es una caracteristica esencial de la meiosis.

Sin el complejo RingoA-Cdk2, los telémeros de los
cromosomas no se anclan a la membrana, estan sueltos por el
nucleo, la recombinacién es cabtica, no se reparan los cortes de
ADN necesarios para intercambiar trozos y la meiosis no se puede
completar.Como resultado, no se generan las células sexuales.

"No seria irrazonable pensar en desarrollar un anticonceptivo
masculino basado en inhibidores para RingoA-Cdk2’, propone
Nebreda. “Asi como las mujeres generan los ovocitos durante el
desarrollo embrionario y por lo tanto no tendria ningun sentido, los
hombres producen espermatozoides durante prdcticamente toda la
edad aduita’; concluye el experto.
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Un circuito neuronal borra recuerdos
de forma activa

Cientificos espafoles han participado
en un estudio que demuestra que existe
un circuito cerebral particularmente
relacionado con la eliminacion de recuerdos.
La investigacion, realizada en lg,_raﬂ parte
con ratones manipulados genéticamente,
indica que el doble mecanismo
de memorizacion y olvido solo tiene lugar
en el momento del aprendizaje.

Aunque normalmente se asume que el cerebro es una
estructura biologica disenada para almacenar recuerdos,
investigadores de la Division de Neurociencias de la Universidad
Pablo de Olavide de Sevilla (UPO), y sendos grupos del European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) ubicados en Heidelberg
(Alemania) y en Monterrotondo (ltalia), han demostrado que
existe un circuito cerebral particularmente relacionado con el
borrado de recuerdos.

El cerebro tiene un espacio funcional limitado,
asi que unos aprendizajes mejoran o simplemente

sustituyen a otros aprendizajes anteriores.>

Aparentemente, aprender supone establecer nuevas
asociaciones entre conceptos y situaciones diferentes, asi como
su recuerdo a lo largo del tiempo. A este respecto, el trabajo,
publicado en la revista Nature Communications, muestra que la
informacion relacionada con la memoria adquirida entra en el
hipocampo (parte del cerebro relacionada con estos procesos) a
través de tres rutas diferentes.

Sise bloqueala ruta principal no es posible aprender, pero siel
aprendizaje ya esta adquirido, el bloqueo de la ruta principal no
impide la reactivacion de lo aprendido, aunque si debilita este
recuerdo. “Esto guiere decir que esta inactivacion produce el olvido
progresivo de lo aprendido’;, explica José Maria Delgado,
investigador de la Division de Neurociencias de la UPO.

La contribucién mas importante de este estudio es que la
debilitaciéon u olvido progresivo de lo aprendido cuandao la via

principal esta inactiva tiene lugar en una via secundaria, que
funcionaen paralelo.

“Aunque los experimentos realizados son muy complejos, y han
supuesto llevarlos a cabo durante casi cinco arios, nos han llevado a
la conclusion en este estudio de que este doble mecanismo de
memorizacion y olvido solo tiene lugar en el momento del
aprendizaje’, subraya Delgado, quien anade que si la via principal
de entrada de informacion en el hipocampo se bloquea, en
ausencia de cualquier actividad identificable, no hay pérdida de
memoria.

Segtn sefala el investigador, una posible explicacion a este
interesante fendémeno es que el cerebro tiene un espacio
funcional limitado, de manera que unos aprendizajes mejoran o
simplemente sustituyen a otros aprendizajes anteriores. “Parece
pues que para aprender nuevas asociaciones y funciones puede ser
necesario olvidar otras anteriores’, apunta.

Gran parte de este estudio ha sido realizado con ratones
manipulados genéticamente, lo que tiene poca aplicabilidad
directa o indirecta a la clinica neurolédgica; pero una parte
importante del mismo ha sido dedicada al desarrollo de una
sustancia quimica capaz de activar esta ruta de olvido sin
necesidad de tan complicada ingenieria genética. Esta Gltima
linea de investigacion, todavia en desarrollo, permitiria, de
completarse satisfactoriamente, ayudar a la eliminacién de
recuerdosindeseados.
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Descubierta la relacion entre psoriasis
y perdida generalizada de masa osea

Un estudio ha relacionado por primera vez
la psoriasis con el riesgo de pérdida
generalizada de masa osea y que podria
tener implicaciones en otras enfermedades
autoinmunes, como la enfermedad
intestinal inflamatoria.

Cientificos del Grupo de Genes, Desarrollo y Enfermedad que
dirige Erwin Wagner en el Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas (CNIO) han descubierto que los pacientes de
psoriasis experimentan una pérdida de masa ésea generalizada a
consecuencia de la enfermedad.

El trabajo que publica la revista Science Translational Medicine
describe el canal de comunicacion molecular que se establece
entre la piel y el hueso para provocar esta pérdida, lo que permitira
tratarla con farmacos ya comercializados o que estan en fases
avanzadas de ensayos clinicos.

< La psoriasis es un trastorno autoinmune de cardcter

cronico que afecta al 2% de la poblacion mundial v a

mas de un millon de Fersongs en Espana.
Se caracteriza por la inflamacion y descamacion
cutdneas, acompanadas de un mayor riesgo

de padecer sindrome metabolico, que les predispone

a patologias como obesidad, diabetes o enfermedades

cardiovasculares. Ahora, los investigadores del CNIO
han descubierto una nueva caracteristica

de este trastorno inflamatorio.>

“Hemos detectado que la psoriasis causa pérdida de tejido dseo
de forma generalizada y progresiva’, explica Ozge Uluckan. “No se
trata de una destruccion acelerada del hueso, sino que, durante el
ciclo de regeneracion 6sea, no se forma hueso a la suficiente
velocidad pararenovar el que se pierde, por lo que la masa dsea de los
pacientes se reduce con el tiempo”.

El estudio desvela que el proceso tiene lugar mediante un
mecanismo por el que se inhibe la actividad de los osteoblastos,
las células que generan matriz Gsea para que los huesos crezcan
durante la nifez y juventud, y se mantengan en buenas
condiciones en la edad adulta.

En un estudio anterior, el equipo de Erwin Wagner habia
generado un modelo de ratén al que se le habia retirado el gen
JunB de los queratinocitos (células que forman la epidermis),
imitando lo que ocurre en los trastornos inflamatorios cutdneos
en humanos. Ahora han observado que este ratén experimenta
pérdida de masa dsea.

Los investigadores comprobaron cémo las células
inmunitarias de la piel de este modelo animal generaban grandes
cantidades de la citocina IL-17, una proteina del sistema
inmunitario que activa la inflamacién celular en respuesta a
danos. IL-17 viaja por el torrente sanguineo hasta los huesos y una
vez alli, actta sobre los osteoblastos e inhibe la actividad de Wnt,
una via de sefalizacion celular que interviene en la formacion del
esqueleto y que estd implicada en trastornos como la

Fato: pixabay



osteoporosis, la artrosis y el mieloma. Tratando a estos ratones con
blogueantes delL-17 se recupero la actividad normal de la viaWnt
ylaformacion de hueso

Un segundo modelo de ratén al que se le habia inducido la
sobreexpresion de IL-17 también experimenté pérdida de masa
osea, demostrando que la desregulacion de esta proteina es

suficiente para producir este efecto.

Posteriormente, trabajaron sobre un centenar de muestras
humanas. A través de técnicas de tomografia computarizada
periférica de alta resolucion (XtremeCT) - un método de imagen
conocido como biopsia 6sea virtual - comprobaron que una gran
mayoria de los pacientes con psoriasis presentaban pérdidas de
masa osea que se correlacionaban con un incremento en sangre
delacitocinall-17.

Estas observaciones sugieren que los pacientes de psoriasis
deberian ser monitorizados en funcién de esta pérdida de masa
6sea, o dela presencia de altos niveles de estos factores en sangre.

“Tratar a los pacientes de psoriasis con agentes bloqueantes de
IL-17, podria tener un efecto beneficioso sobre la pérdida de tejido
oseo, a diferencia de otros compuestos que solo tratarian la
inflamacion cutdnea’, dice Uluckan. También se estin
desarrollando anticuerpos que actuan sobre la via de sefalizacion
Wnt como terapia para la osteoporosis, y que podrian mostrar
utilidad en estos casos.

Los hallazgos de este estudio también podrian tener
implicaciones para otras enfermedades autoinmunes. IL-17 se ha
convertido en un foco de atencion para la investigacion del
sistema inmune. Su desregulacion no sélo esta relacionada con la
psoriasis, sino también con otras enfermedades como la artritis
reumatoide, la enfermedad intestinal inflamatoria y la esclerosis
multiple.
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Aumentar las defensas antioxidantes del organismo
podria retrasar el envejecimiento

Un estudio sobre el papel de
los antioxidantes en la salud y la longevidad
consigue, por primera vez, aumentar
de forma global los mecanismos
antioxidantes naturales de las células
y apunta el uso de fdrmacos relacionados
con la vitamina B3 como posibles
vias para retrasar el envejecimiento
vy las enfermedades asociadas.

La progresiva acumulacion de danos en las células
desempena un papel muy importante en el origen del
envejecimiento. Pero hay muchos tipos de danos celulares y
todavia queda por responder cudles de ellos son los verdaderos
responsables del envejecimiento y cuales son simples danos
colaterales de pocarelevancia.

La hipotesis oxidativa del envejecimiento (también conocida
como hipétesis de los radicales libres) se formulé en 1956 por
Denham Harman. Desde entonces, la gran mayoria de intentos
por demostrar que el dano oxidativo es una de las causas que
contribuye al envejecimiento han resultado fallidos, incluidos
multiples ensayos clinicos en humanos con compuestos
antioxidantes.

En la actualidad muchos cientificos consideran que el dano
oxidativo, aungue no se cuestiona que exista, es poco relevante
para el envejecimiento. Sin embargo, los recientes resultados
apuntan a que la hipétesis oxidativa del envejecimiento puede no
estar tan desencaminada.

< Los resultados del trabajo, indican que un aumento
de G6PD, y por lo tanto del NADPH, aumenta las
defensas antioxidantes naturales del organismo, protege
del dario oxidativo, disminuye procesos relacionados con
la edad como la resistencia a la insulina y aumenta la
longevidad. >

Un grupo de cientificos del Centro Nacional de
Investigaciones Oncoldgicas, dirigidos por Manuel Serrano, en
colaboracion con un grupo de la Universidad de Valencia, dirigido
por José Vina, y con investigadores del IMDEA Alimentacion de

Madrid, han puesto su objetivo en aumentar globalmente la
actividad de todas las enzimas antioxidantes de la célula a través
del incremento en los niveles del NADPH, una molécula
relativamente sencilla cuya importancia es clave para las
reacciones antioxidantes y que, sin embargo, hasta ahora no
habia sido objeto de estudio en relacién al envejecimiento.

Los investigadores han utilizado una aproximacion genética
para aumentar los niveles de NADPH. En concreto, han generado
ratones transgénicos con expresion aumentada en todo su
organismo de una de las enzimas mas importantes para su
produccién, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD).

Fato: pixabay

“Como era de esperar, las células de estos animales son mds
resistentes a tratamientos oxidativos artificiales altamente téxicos,
demostrando asi que el incremento de G6PD realmente mejora las
defensas antioxidantes’, explica Sandrina Noébrega-Pereira,
primera firmante del trabajo y actualmente investigadora en el
Instituto de Medicina Molecular dela Universidad de Lisboa.
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Cuando los investigadores analizaron animales transgénicos
longevos, observaron que sus niveles de dafo oxidativo eran
menores que los de sus companeros no transgénicos de la misma
edad. También estudiaron en detalle la propensién de estos
animales a desarrollar cancer y no observaron ninguna diferencia,
lo que sugiere que elevar la actividad de G6PD no tiene un efecto
importante sobre el desarrollo del cancer.

Para el equipo, la sorpresa mayuscula fue cuando midieron el
proceso de envejecimiento de los ratones transgénicos: los
animales con una expresion elevada de GEPD vy, por lo tanto,
niveles altos de NADPH, envejecian de forma mas tardia,
metabolizaban mejor el aztcar y tenian una mejor coordinacion
en sus movimientos al envejecer. Ademds, las hembras
transgénicas vivian un 14% mas que las no transgénicas, mientras
que no observaron efectos significativos en la longevidad de los
machos.

“Este aumento de la longevidad, aun siendo modesto, es
llamativo teniendo en cuenta que hasta ahora los intentos de
aumentar la longevidad manipulando las defensas antioxidantes
habian fracasado’, puntualiza Pablo Fernandez-Marcos,
investigador del IMDEA Alimentacion.
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Quizas la clave esté en que los investigadores de este trabajo
han potenciado todas las enzimas antioxidantes de una manera
global. “Frente a la aproximacion tradicional de administrar
antioxidantes que reaccionan directamente con el oxigeno, nosotros
hemos estimulado el conjunto de todos los mecanismos
antioxidantes naturales de las células a través de elevar G6PD y su
producto, el NADPH’, destaca Mari Carmen Goémez-Cabrera,
investigadorade la Universidad de Valencia.

Con estos resultados, los autores apuntan al uso de farmacos
que aumenten los niveles de NADPH como posibles herramientas
para retrasar el envejecimiento en humanos y aquellas
enfermedades asociadas a él como la diabetes, entre otras.
Concretamente, la vitamina B3 y sus derivados son responsables
de la sintesis de los precursores del NADPH y son candidatos
idoneos para futuros estudios.
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“Transgénesis en animales:
las técnicas clasicas y las novedades

Anna Pujol

Unidad de Animales Transgénicos (UAT), Centro de Biotecnologia Animal y Terapia Génica (CBATEG),

Universitat Autdnoma de Barcelona (UAB)

La combinacién de tecnologia de ingenieria genética con
técnicas de reproduccion asistida permitid, a inicios de los 80, el
desarrollo de los primeros ratones transgénicos. Desde entonces,
los animales modificados genéticamente han representado una
herramienta clave para estudios de biotecnologia y biomedicina.
Estos modelos han permitido obtener importantes resultados en
el anélisis de funcion de genes y de secuencias de regulacion de la
expresion génica, en la obtencion de modelos animales de
enfermedades humanas en los que ensayar terapias
farmacoldgicas y nuevas aproximaciones de terapias génicas y
también en produccién animal, habiendo sido aprobado el
primer animal transgénico para consumo humano [1].

Se han generado animales transgénicos y mutantes en
multiples especies, tanto vertebrados como invertebrados [2]. El
mamifero usado por excelencia para la investigacion biomédica
ha sido el raton por diversas razones: son faciles de criar, suponen
costes relativamente bajos de estabulaciéon y sobretodo
presentan una gran semejanza genética a los humanos, ademas
de una fisiologia y anatomia similares. Pero la principal razon de
esta eleccion ha sido que las tecnologias de modificacion
genética, especialmente por recombinacion homologa en células
madre embrionarias (células ES), se han desarrollado en ratén y
son poco eficientes en otras especies.

El primer raton transgénico que se publico expresaba el gen
de la hormona de crecimiento bajo el promotor de la
metalotioneina [3]. Se generd mediante la microinyeccion de ADN
al prontcleo de embriones de una célula [4]. Esta tecnologia se
basa en que, tras la microinyeccién, una o varias copias de un gen
externo (transgén) se insertan en un punto al azar del genoma del
zigoto, resultando un animal que presenta el transgén en todas las
células de su organismo, tanto somaticas como de la linea
germinal (ver Figura 1). Asi, a partir de los transgénicos
fundadores obtenidos (FO) se pueden establecer colonias de

animales transgénicos en los que estudiar el fenotipo. El transgén
esta constituido principalmente por una secuencia promotora,
que determina dénde, como y cudndo se expresard, y una
secuencia codificante, normalmente el cADN del gen de interés,
que determina el producto génico que se obtendré y que sera el
responsable de producir un fenotipo en el animal. Se puede asi
conseguir la expresion o la sobre-expresion de un producto
génico endogeno o de otra especie, con un patrén de expresion
seleccionado. Por otro lado, esta tecnologia permite también
abordar la supresién parcial de la expresion de genes enddgenos,
a través de la reduccion de sus mRNA por tecnologias como el
anti-sentido [5] o el RNA de interferencia [6], obteniendo los
denominados animales knockdown.

Transgén

Microinyeccion
pronuclear

Transferencia
de embriones a
hembras pseudogestantes

Fundador 1 Fundador 2

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1. Generacion de ratones transgénicos por microinyeccion de ADN
al pronticleo de embriones de una célula (wt: wild type, tg: transgénico).
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Una década después, la combinacion de los trabajos de
Martin J. Evans en el establecimiento en cultivo de células ES de
raton [7] y los trabajos de Oliver Smithies y Mario R. Capecchi en
recombinacién homologa en células eucariotas [8,9], abrieron la
posibilidad de introducir mutaciones dirigidas en el genoma
mediante la tecnologia denominada gene targeting. Asi se
obtuvieron los primeros ratones a los que se les habia inactivado
un gen especifico de sugenoma (ratones knockout, KO) o a los que
se |es habia introducido modificaciones en un locus determinado
(ratones knockin, Kl). Los modelos KO sirven para estudiar la
funcién de un gen endégeno analizando el fenotipo del animal
que presenta el gen suprimido. Los modelos Kl tienen objetivos
mas variados, como pueden ser la introducciéon de mutaciones
puntuales e inserciones o delecciones de interés biomédico, o
estudiar el patrén de expresion de genes en los distintos tejidos o
tipos celulares anadiendo a su secuencia un gen marcador como
la GFP (Green Fluorescent Protein), o generar modelos
“humanizados” substituyendo el gen murino por el homélogo
humano para poder estudiar enfermedades humanas en el raton,
entre otros.

El gene targeting consiste en introducir una modificacion en
unlocus concreto del genoma de las células ES con el fin de utilizar
después estas células para generar un animal que presente la
mutacion en todas las células de su organismo (ver Figura 2A). El
proceso se basa en la caracteristica de pluripotencialidad de las
células ES, es decir, la capacidad para poder generar todos los
tipos celulares de un organismo, tanto células somaticas como de
la linea germinal. Las células ES son capaces de mantener la
pluripotencialidad incluso después de ser extraidas de la masa de
células interna de un blastocisto, de ser cultivadas in vitro y de ser
transfectadas y seleccionadas. Y cuando se reintroducen en otro
blastocisto, las células ES son capaces de colonizarlo y contribuir
en la formacion de todos los linajes celulares del nuevo
organismo, que se denomina quimera.

Para producir una modificacién genética a un determinado
locus del genoma de las células ES, se les introduce un vector de
recombinacién por electroporacién. Este constructo de ADN
presenta secuencias homologas al locus gendmico de interés
flanqueando la mutacién/modificacion que se quiere introducir.
Una vez dentro de las células, y aungue con poca frecuencia, se
pueden producir eventos de recombinacién homéloga entre el
vector de recombinacion externo y el locus genémico, resultando
en la introduccidn dirigida de la mutacion/modificacion deseada.
La incorporacién de genes de seleccién en el vector, como el gen
de resistencia a la neomicina (neo) y el gen de la timidina quinasa
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Figura 2.- A: Generacién de ratones KO y Kl constitutivos por gene
targeting en células ES e inyeccion a blastocistos. B: Analisis de la
transmision de la mutacion a la descendencia y obtencién de ratones
homocigotos para la mutacion (+/+ wild type, +/- heterocigotos, -/-
homocigotos).

(TK), permite la seleccién de los clones recombinantes basada en
la resistencia a la presencia de distintas drogas (neomicina y
ganciclovir). Para obtener ratones con la mutacion generada en el
genoma de las células ES, los clones de células ES recombinantes
se inyectan en blastocistos. Estos se transfieren a hembras
pseudo-gestantes y nacen ratones quimera, que se caracterizan
por presentar en su organismo, ademas de células derivadas del
blastocisto inyectado, otras derivadas de las células ES
recombinantes y que contienen la mutacién/modificacion
genética. Si la colonizacién se ha producido también en la linea
germinal, el cruce del quimera con un ratén control permitira
transmitir a la descendencia la mutacion/modificacion genética
dirigida y obtener animales KO/KI heterocigotos. El cruce de dos
heterocigotos permite generar animales con los dos alelos del
locus de interés modificado u homocigotos (ver Figura 2B).

Este proceso funciona basicamente en ratén. En otras
especies animales, la dificultad de mantener la pluripotencialidad
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y estabilidad genética de sus células ES en cultivo dificulta o
imposibilita la generacién de KO/KI mediante gene targeting. La
alternativa era, hasta la descripcion de las nucleasas dirigibles que
se tratardan mas adelante, la transferencia de nucleos de células
somaticas a las que se habia introducido la mutacién, a ovocitos
enucleados. Fue también por transferencia de nucleos que se
obtuvo el primer mamifero clonado, la oveja Dolly [10]. Pero el
proceso es complejoy poco eficaz.

Los modelos generados mediante esta tecnologia son los
llamados ratones KO/KI constitutivos por presentar la alteracion
gendmica dirigida en todas las células de su organismo
(somaticas y linea germinal) y durante toda su vida, ya desde la
fecundacién. Esto puede generar problemas de letalidad
embrionaria, o fenotipos dificiles de interpretar debido a posibles
adaptaciones y compensaciones del organismo frente a los
efectos de la mutacion introducida, o fenotipos complejos por la
alteracion simultanea de las distintas posibles funciones del gen
en cadaunodelostejidos enlos que se expresa.

Para superar estas limitaciones, se desarrollaron animales con
modificaciones genéticas dirigidas restringidas a un tipo celular
y/o inducibles mediante la combinacién de la tecnologia de
recombinacion homéloga en células ES y el uso de sistemas de
recombinasas especificas de secuencia (ver Figura 3). Aunque
existen varios, los sistemas de recombinasas mas utilizados son el
Cre-LoxP y el FIp-FRT [11, 12]. Estan constituidos por una enzima
con actividad recombinasa (Cre o FLP) que reconoce
especificamente dos unidades de una secuencia de nucleétidos
(LoxP o FRT) y las recombina. Cuando los dos LoxP o los dos FRT
estdn situados con la misma orientacién, el resultado de la
recombinacion es la deleccion del fragmento de ADN que
flanquean. Si presentan orientacion inversa, el resultado de la
recombinacién es la inversion del fragmento de ADN [13]. Asi,
para obtener un ratén KO de un gen concreto especificamente en
un tejido o tipo celular o para poder inducir el KO del gen en un
determinado momento de la vida del animal, se deben generary
cruzar dos tipos de ratones modificados genéticamente: a) un Kl
constitutivo, que presente dos secuencias LoxP en zonas
intrénicas del gen a silenciar, flanqueando exones importantes
para la correcta expresion del gen y b) un ratén transgénico que
exprese la recombinasa Cre bajo un promotor que dirija su
expresion especificamente al tejido o tipo celular donde se quiere
conseguir el KO del gen de interés, o bajo un sistema inducible
que permita la expresion/actividad de Cre tras la administracion
de un efector. Los sistemas inducibles mas conocidos son el de la
tetraciclina[14]y el dela Cre/ER o0 Cre/ERT2 [15], que utilizan como

efectores la doxicilinay el tamoxifeno respectivamente.

Con lafinalidad de obtener y fenotipar ratones mutantes para
todos los genes del genoma (mas de 20.000), distintas
instituciones internacionales se unieron para fundar el
International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC). El consorcio
pone adisposicion de toda la comunidad cientifica los vectores de
recombinacién, células ES recombinantes y modelos de ratones
KO que van obteniendo, asi como los resultados de anélisis de
fenotipo de los modelos. Por otro lado, se han creado también
otros repositorios como The European Mouse Mutant Archive
(EMMA) para mantener y distribuir modelos de ratones
modificados genéticamente, en forma de embriones o esperma
congelados, y que son de gran importancia para evitar la
duplicacion en la generacion de modelos y salvaguardar la norma
delas 3Rs (reduccion, reutilizacion y refinamiento).
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Figura 3.- Generacion de ratones KO/KI especificos de tejido y/o
inducibles.

A partir de aqui, la tecnologia de generacién de ratones
modificados genéticamente habia evolucionado poco, hasta la
publicacion de la posibilidad de realizar edicion gendmica
mediante nucleasas dirigibles. Las primeras utilizadas fueron las
ZFNs (Zinc Finger Nucleasas) y las TALENSs (Transcription Activator
Like Effector NucleaseS). Perofue enel 2013, cuando la descripcion
del sistema CRISPR/Cas9 (Clustered, Regulatory Interespaced, Short,
Palindromic Repeats/ nuclease Crispr ASsociated) para la edicion
genomica en células eucariotas supuso realmente una nueva
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revolucion tecnolégica en el campo de la transgénesis animal [16,
17,18]. Desde entonces se han utilizado nucleasas para modificar
genes endogenos de multiples organismos como levadura,
Drosophila, nematodo, gusano de seda, grillo, mariposa, erizo, pez
cebra, rana, ratén, rata, conejo, cerdo, vaca, e incluso de mono, asi
como células humanas y murinas, tanto somaticas como células
ES[19,201.

La edicion gendmica mediante nucleasas dirigibles se basaen
los sistemas de reparacion del ADN que tienen todas las células
(ver Figura 4). Las nucleasas se pueden disefar para dirigir su
actividad a secuencias concretas y precisas del genoma, donde
producen un corte a la doble cadena de ADN [20]. Ante esta
agresion, la célula pone en marcha todos los procesos de
reparacion. En la mayoria de los casos, el corte en el ADN se repara
por procesos de inserciones/delecciones de nucledtidos en el
punto de corte, denominados non-homologous end joining
(NHEJ), que suelen introducir errores respecto a la secuencia
original de nucleétidos, resultando en una mutacion del locus o
KO [21, 22]. Pero si, ademas de la nucleasa, se afiade al sistema un
vector de ADN (ADN donante), compuesto por pequenos brazos
homélogos alas secuencias que flanquean el punto de corte y que
rodean secuencias que incluyen modificaciones genéticas a
introducir en el genoma, la célula lo utilizara para reparar el corte
por Recombinacién Homéloga o Reparacién Dirigida por
Homologia (HR o HDR eninglés). Esto permite eliminar secuencias
o introducir modificaciones concretas en el locus de interés, y
editar asi el genoma permitiendo generar animales KO y KI [23,
24].

Una de las limitaciones de las nucleasas dirigibles es la
posibilidad de producir cortes y, por lo tanto, mutaciones no
especificas en el resto del genoma. Por su origen bacteriano, se
temia que las CRISPR/Cas9 pudieran presentar mayores niveles de
actividad inespecifica, pero diversos estudios in vivo indican que
son mas precisas de lo que se esperaba [25, 26]. Ademas,
actualmente se han descrito ya nucleasas modificadas con las que
no se detecta actividad inespecifica [27].

Tanto las ZFNs como las TALENs son moléculas hibridas que
combinan dominios de reconocimiento y union al ADN, con el
dominio endonucleasa Fokl responsable del corte en la doble
cadena del ADN. El dominio de unién al ADN de las ZFNs est4
formado por entre tres y seis unidades, y cada una de ellas
reconoce un triplete de nucledtidos [28, 29]. En cambio, las
regiones de reconocimiento de las TALENs estan formadas por
unidades repetidas de 33-35 aminoéacidos, altamente
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conservados entre las unidades, excepto los de las posiciones 12-
13, que reciben el nombre de repeat-variable di-residues (RVD). Los
RVD de cada una de las unidades repetidas de la secuencia de
reconocimiento son los que confieren especificidad de unién a un
determinado nucleétido [30]. El corte en la doble cadena de ADN
se produce tras la dimerizacion de Fokl. Por eso, tanto las ZFNs
como las TALENs deben actuar a pares, reconociendo las
secuencias a laderechayalaizquierda del punto del ADN a cortar
por la nucleasa.
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Figura 4.- Edicion del genoma mediante nucleasas dirigibles ZFNs o
TALENS, o el sistema CRISPR/Cas9 (NHEJ: Non-Homologous End Joining, HR:
Recombinacion homaloga, HDR: Recombinacion dirigida per homologia).

Mientras las ZFNs y los TALENs son proteinas de gran tamanoy
estructura compleja, dificiles de diseiar y costosas de obtener, el
sistema CRISPR/Cas9, ademds de eficaz y versadtil, es
extraordinariamente simple, lo que ha facilitado enormemente el
acceso de cualquier laboratorio a la edicion genémica. El sistema
CRISPR/Cas9 tiene un papel clave en la inmunidad adaptativa de
bacterias y arqueas contra patogenos externos como virus [31].
Fueron las cientificas Emmanuelle Charpentier y Jennifer Dounda
[32] quienes las describieron como una nueva e importante
herramienta para poder modificar de forma dirigida el genoma
de otros organismos. Se trata de una ribonucleoproteina
constituida por la endonucleasa (Cas9), que corta la doble cadena
de ADN, y una molécula de ARN que incluye una secuencia guia
(gRNA) de tan solo 20 nucledtidos, responsable del
reconocimiento del ADN diana. Para determinar la especificidad
del sistema CRISPR/Cas9 se debe disefar sélo la secuencia gRNA.
El tnico requerimiento es la presencia en el ADN, adyacente a la
secuencia diana a cortar, de un trinucleétido 5'-NGG-3' (siendo N
cualquier nucleétido) llamado PAM (Protospacer-Adjacent Motif),
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que es reconocido por la Cas9, y por lo tanto imprescindible para
la correcta interaccién con el enzima. Una vez reconocida la
secuencia diana, Cas9 cortara tres nucleétidos cadena arriba de la
PAM[20].

En el campo de la generacion de animales modificados
genéticamente, la importancia de las nucleasas dirigibles, y
principalmente del sistema CRISPR/Cas9, radica en su gran
eficacia y sobretodo en que su actividad provoca un gran
aumento de la probabilidad de eventos de recombinacién
homologa en células eucariotas. Por ello posibilitan la generacién
de animales KO, pero también Kl en un solo paso, es decir,
directamente por microinyeccion citoplasmatica/pronuclear de
embriones de una célula [33, 34] o electroporacion en algunos
casos [35], sin la necesidad de utilizar células ES. Si el objetivo es
generar un KO por NHEJ, se debe introducir en el embrion la
pareja de ZFNs o TALENs en forma de ARN mensajero, o bien, en el
caso del sistema CRISPR/Cas9, la Cas9 en forma de ARN mensajero
ode proteinay el gRNA. Cuando el objetivo es generar un modelo
Kl por HR, se anade ademéds un ADN donante.

Cabe tener en cuenta que tras la microinyeccion de los zigotos
con las nucleasas se obtienen animales mosaico. El mosaicismo
puede deberse a que la edicion del genoma ocurra después de la
primera divisién mitética, a la convivencia entre reparacion del
corte del ADN por NHEJ y por HR (si es el caso) en el mismo o en
diferentes blastémeros y a la posibilidad de distintas mutaciones
inespecificas. Los animales mosaico deben cruzarse para segregar
las distintas mutaciones generadas y poder elegir aquellos que
contienen lamutacién deseada.

Aun asi, la utilizacion de CRISPR/Cas9 supone una importante
reduccién en el tiempo de generacién de modelos animales con
mutaciones dirigidas, ademas de facilitar enormemente el
proceso. Pero sobretodo permite la edicion genomica en especies
de animales distintas al ratén, en las que el gene targeting en
células ES no era posible o poco eficaz. Ademas gracias a su alta
eficacia y versatilidad, en el poco tiempo trascurrido desde su
descripcion el sistema CRISPR/Cas9 se ha utilizado para mutar
varios genes o los dos alelos de un mismo gen simultaneamente
[18], asi como para insertar epitopos y marcadores a proteinas
(tags), genes marcadores, o para generar alelos condicionales
anadiendo dos secuencias LoxP en un solo paso [24]. También se
han conseguido grandes delecciones o insercion de genes de
grantamanoen elgenoma [36, 37].

Los Gltimos trabajos se estan centrando en la obtencion de

variantes de la Cas9 con nuevas propiedades como la Cas9 nickasa
[38] o la SpCas9-HF1 (High-fidelity) [27] y en la descripcion de
variantes de nucleasas como la saCas9 [39] o como la Cpf1 [40],
que permitan reducir la posible actividad inespecifica asi como
superar las limitaciones de acceso a cualquier secuencia del
genoma.

Asi pues, la generacion de animales modificados
genéticamente (KO y KI) mediante nucleasas dirigibles, y
principalmente mediante el sistema CRISPR/Cas9, es mucho mas
facil y eficiente que con las tecnologias clasicas y permite ademas
la edicién genética en especies hasta ahora inalcanzables,
suponiendo una nueva revolucién en el campo.
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Modelo de raton para estudiar
el cancer de pancreas

M.T. Blasco, L. Martin Diaz y C. Guerra.
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)

El cdncerde pancreas

El adenocarcinoma pancredtico ductal (PDAC) supone un
90% de los casos de cancer de pancreas. Aungue su incidencia es
baja, es la cuarta causa de muerte relacionada con el cancer en
todo el mundo, con una tasa de supervivencia a 5 anos de tan sélo
un 5% (Siegel et al.,, 2014). En los ultimos 10 anos, los casos de
cancer de pancreas y sus tasas de mortalidad han aumentado en
promedio un 0.8% y un 0.4% cada ano, respectivamente (SEER Stat
Fact Sheets: Pancreas Cancer, www.seer.cancer.gov), por lo que se
prevé que en 2020 sea la segunda causa de muerte, solo por
detrés del cancer de pulmoén. La elevada letalidad se debe
principalmente a su deteccién en estadios avanzados y a la
resistencia a las terapias actuales. Los ensayos clinicos en cancer
de pancreas durante los ultimos 20 anos han dado resultados
decepcionantes con poco impacto en la supervivencia de los
pacientes. El uso de Gemcitabina = nab-paclitaxel sigue siendo la
terapia estandar. La supervivencia es ligeramente mayor con
FOLFIRINOX, pero a costa de severos efectos secundarios. Aunque
se desconoce la causa relacionada con este tipo de céncer, se han
descrito diferentes factores de riesgo como la edad, el estilo de
vida, en el que destaca el tabaquismo, |a predisposicién genética
u otras enfermedades como la pancreatitis y la diabetes, entre
otras (Hidalgo, 2014).

Histologia delostumoresylesiones precursoras

Anatémicamente el pancreas exocrino esta constituido por
células epiteliales acinares y ductales. Las células acinares
producen enzimas digestivas y el jugo pancredtico, que liberan a
un sistema de conductos formados por las células ductales. Se
conoce que el PDAC evoluciona desde lesiones precursoras no
invasivas hasta carcinomas invasivos. Entre estas lesiones
preneoplasicas se diferencian histolégicamente tres tipos:

neoplasia pancreatica intraepitelial (PanIN), neoplasia
pancreatica intraductal mucinosa (IPMN) y neoplasia cistica
mucinosa (MCN) (Maitra et al., 2005). A nivel anatomopatolégico
la lesion mejor caracterizada es el PanIN, que son lesiones
microscopicas de tipo ductal, y que se clasifican en funcion del
grado de displasia de menor a mayor grado en: PanIN-1A, PanIN-
1B, PanIN-2y PanIN-3 (ver Figura 1A).

Acinos = PaniN1AB-PanIN1B B PaniN2 » PaniN3 m-s=-p-p- PDAC

PDAC

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1. Progreso tumoral observado en PDAC. A. Diagrama de las
lesiones que preceden el desarrollo de PanlINs (modificado de Hruban et
al.,2005). B. Lesiones PanIN y PDAC observadas en el modelo de ratén Elas-
tTa; TetO-Cre; KrasLSLG12Vgeo empleado en nuestro laboratorio.

Las lesiones PanIN-1A mantienen la localizacion basal del
nucleo, mientras que las PanIN-1B tienen estructura micropapilar.
Ambas presentan acimulos de mucina, son poco proliferativas y
son lesiones senescentes. Las lesiones PanIN-2 estdn
caracterizadas por atipia nuclear, presencia de mitosis y pérdida
de polaridad celular. Por ultimo, las lesiones PanIN-3, también
denominadas carcinoma in-situ, ya presentan caracteristicas de
malignidad: alta atipia nuclear, pérdida de polaridad celular, alto
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nimero de mitosis y proliferacién celular, pero sin resultar
invasivas. Las lesiones PanIN2 y PanIN3 no presentan senescencia.

El origen de las lesiones PanIN, que son de naturaleza ductal,
parece estar en las células acinares (Guerra et al., 2007). Las células
acinares se transforman en las estructuras de tipo ductal (PanIN) al
expresar el oncogén K-Ras, pasando por una estructura
intermedia conocida como metaplasia acino-ductal (ADM), que
se considera el precursor directo de las lesiones de PanlIN.

Los tumores PDAC se caracterizan por tener un estroma
desmoplasico denso, que puede suponer hasta un 90% de la masa
tumoral. Este estroma constituye un sistema complejo
compuesto por diferentes tipos celulares: células del sistema
inmune, células endoteliales y fibroblastos asociados al cancer
(CAFs). Los CAFs tienen un papel importante ya que producen
gran cantidad de matriz extracelular, responsable de la fibrosis y
de la pobre vascularizacion de estos tumores (Erkan et al,, 2012). El
estroma va a actuar como una barrera fisica que puede impedir el
paso de los quimioterapéuticos, pero también se considera un
compartimento dindmico porque interacciona con las células
tumorales e influye en la formacion, progresion e invasion tumoral
(Feigetal,2012).

Mutaciones presentes en estos tumores

Mediante el analisis genético de diferentes tumores PDAC de
pacientes se ha determinado que hay hasta 12 vias de
senalizacion y procesos alterados (Jones et al., 2008). Entre las vias
alteradas se encuentran K-Ras y otras GTPasas monomeéricas, TGF-
B, JNK, Wnt/Notch, Hedgehog e integrinas. Entre los procesos
alterados se pueden encontrar: ciclo celular, apoptosis, reparacién
del DNA, invasion y adhesion. Este estudio demuestra lo
extremadamente complejo y heterogéneo que son estos
tumores.

Se ha descrito que los diferentes estadios de lesiones PanIN
presentan muchas de las mutaciones encontradas en el PDAC,
encontrandose una acumulacién progresiva de alteraciones
moleculares segun se avanza en la secuencia de progresion
tumoral de las lesiones PanlIN. Asi, la activacion del oncogén K-Ras,
al que se considera el evento iniciador, se detecta ya en etapas
tempranas (PanIN-1). Otra alteracion temprana es el acortamiento
de los telémeros, lo que contribuye a la acumulacion de
alteraciones cromosdmicas. En etapas intermedias (PaniN-2)
tienen lugar mutaciones inactivantes en INK4A, mientras que en
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etapas tardias (PanIN-3) ocurre en otros genes supresores de
tumores como TP53, SMAD4 y BRCA2 (ver Figura 1A; Maitra et al,,
2008).

Modelos deraton paraestudiar PDAC

El desarrollo de modelos de ratén modificados
genéticamente (RMGs) ha sido fundamental para comprender la
biologia del desarrollo tumoral y permitir el estudio de nuevas
terapias (Guerra y Barbacid, 2013; Pérez-Mancera et al, 2012).
Estos modelos experimentales reproducen el desarrollo de las
lesiones histolégicas caracteristicas de los tumores humanos. El
primer RMG capaz de desarrollar PDAC consistia en un modelo
knock-in condicional del oncogén K-Ras“'** (Hingorani et al., 2003).
En este modelo, el oncogén contiene un cassette de parada
transcripcional flanqueado por sitios LoxP (LSL-KRas"""), por lo
que el alelo mutado permanece silenciado hasta que se expresala
recombinasa Cre. La expresion de la recombinasa Cre se
encuentra bajo el control de promotores de genes especificos de
pancreas que se expresan durante el desarrollo embrionarioy que
dan lugar a varios linajes celulares del pancreas: Pdx1 (Pdx1-Cre) 6
Ptf1a/P48 (Ptf1-Cre) (Hruban etal., 2006). En estos modelos (Pdx1-
Cre; LSL-KRas®"™ 6 Ptf1-Cre; LSL-KRas"™) se expresa el oncogén
desde estadios muy tempranos del desarrollo embrionario en
todas las estirpes celulares del pancreas, dando lugar al desarrollo
de lesiones PanIN y posteriormente, en un alto porcentaje, al
desarrollo de PDAC alrededor del afo de vida de los ratones.

Las lesiones PanIN humanas progresan a PDAC debido tantoa
alteraciones epigenéticas como genéticas, incluyendo
inactivaciones o mutaciones en CDKN2A/P16INK4a y TP53. Los
modelos de ratén gue expresan de manera condicional el
oncogén K-Ras en el pancreas junto con la pérdida mono o
bialélica de p16ink4a/p19Arf (Aguirre et al., 2003) y p53 (Bardeesy
et al., 2006) desarrollan PDAC y metastasis. Estos PDAC presentan
caracteristicas histolégicas diferentes (tumores bien
diferenciados, poco diferenciados o sarcomatoides)
dependiendo de los genes que se inactiven.

El modelo desarrollado en nuestro laboratorio (Elas-tTA; TetO-
Cre; K-Ras™“'***), al igual que el modelo anterior, consiste en la
expresion endogena del oncogén K-Ras con una estrategia de
knock-in condicional. Sin embargo, en nuestro caso la
recombinasa Cre se expresa bajo el promotor del gen de la
Elastasa, que es un gen especifico de las células acinares (ver
Figura 2A; Guerraetal.,, 2007). Con este modelo se demostro que la




Articulos

G122V

expresion selectiva en células acinares del oncogén K-Ras
desde estadios embrionarios (E16.5) producia el desarrollo de
lesiones PanIN y de PDAC (ver Figura 1B) de manera similar a los
RMGs con expresion ubicua del oncogén K-Ras en el pancreas,
descritos anteriormente. Nuestro modelo de ratén identifico a las
células acinares como el origen de las lesiones PanIN y del PDAC,
que ocurria mediante un proceso de transdiferenciacion de
célulasacinares aductales (ADM; Guerraetal., 2007).

A,

Sistema Tet-Off Cre

E. loxP loxp G12V

(hassiizns

1 . Recombinacién mediada por Cre

K-RasSiawee —-—b—H ) .

K-Ras*/LSLG12Vgeo. £1a5.tTA/tetO-Cre
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Figura 2. Esquema de alelos y de la expresion de los mismos controlada
por la recombinasas Cre en nuestro modelo de ratén PDAC: Elas-tTa; TetO-
Cre; K-Ras ™", A: La expresion de la recombinasa Cre funciona bajo un
sistema Tet-Off y solo se expresa en ausencia de doxiciclina. B: La
recombinasa Cre reconoce |os sitios loxP (triangulos) y elimina el cassette
de garada transcripcional (STOP), permitiendo la expresion del alelo K-
Ras '™, La expresién de este oncogén puede ser seguida gracias al
marcador B-geo. C: Tincidn de la actividad (-galactosidasa (azul) como
marcador de la expresion del alelo K-Ras”"**” en el modelo de ratén Elas-
tTa; TetO-Cre; K-Ras™ """, La tincion queda restringida sélo a células
acinares; notese que es negativa para el ducto interlobular (cabeza de
flecha) (escala: 20 um).

Como se preveia, al igual que en los otros RMGs desarrollados,
la adicién de mutaciones en p53 o pl16lnk4a/p19Arf en nuestro
modelo de ratén para el estudio de tumores de pancreas
incrementa la penetrancia del desarrollo de PDAC al 100% y
reduce significativamente la vida media de estos animales (Guerra
etal.,2007).

Noétese que la mutacion en K-Ras empleada es G12V en lugar
de G12D, ambas encontradas de forma frecuente en tumores
humanos. Ademas, otra diferencia de nuestro modelo con
respecto al descrito por Hingorani et al. es que el alelo K-Ras®"™
incorpora en la regién 3'UTR un marcador de color a través del
cassette "IRES-B-geo” (ver Figura 2B; Guerra et al, 2003). Este
cassette consiste en las secuencias que codifican para la enzima -
galactosidasa fusionada a las secuencias de un gen que confiere
resistencia a neomicina. El cassette de resistencia a neomicina es
importante durante la generacion del modelo para realizar la
seleccion de recombinantes homdlogos (aquellos que incorporan
las modificaciones en la zona 3" del locus de K-Ras) en las células ES
(Mountford et al, 1994). El cassette 3-geo esta precedido de
secuencias IRES (sitio interno de entrada al ribosoma) que
permiten la expresion y la traduccion de las secuencias B-geo a
partir del transcrito del alelo medificado de K-Ras. Asi, mediante
una tincion de la actividad 3-galactosidasa se pueden identificar
las células que expresen el oncogén K-Ras, aunque no muestren
alteraciones morfolégicas (ver Figura 2C).

Papel de la pancreatitis en el desarrollo tumoral

Otra caracteristica importante de nuestro modelo es que la
recombinasa Cre se expresa bajo una estrategia Tet-Off, lo que
ofrece la posibilidad de activar/inactivar la expresion del oncogén
K-Ras de forma controlada en el tiempo. En ausencia de
doxiciclina, la recombinasa Cre se expresa en las células acinares
desde el estadio embrionario E16.5, y con ello el oncogén K-Ras™"
(ver Figura 3A). Anadiendo doxiciclina en el agua de bebida de los
animales, bloqueamos la expresién de la recombinasa Cre, por lo
que no se expresara el oncogén K-Ras. Este hecho es muy
importante porque el modelo permite reproducirlo que ocurre en
humanos; es decir, retrasar la expresion del oncogén K-Ras hasta la
etapa adulta. Asi, tratamos a los ratones con doxiciclina en el agua
de bebida desde el cruce hasta los dos meses de edad (ver Figura
3B).En el momento de retirar la doxiciclina de la bebida, se inicia la
expresion del oncogén K-Ras. Inesperadamente, la expresion del
oncogén en laetapa adulta (a partirde los 2 mesesde edad)noda
lugar a la aparicion de lesiones PanIN (Guerra et al, 2007).
Nuestros estudios mostraron que las células acinares adultas son
resistentes a la transformacion inducida por el oncogén K-Ras,
incluso con la inactivaciéon de los genes supresores de tumores
p53 y pl6inK4a/p19Arf (Guerra et al, 2011). Sin embargo, los
ratones adultos que expresan K-Ras®™ en las células acinares,
desarrollan lesiones PanIN y tumores PDAC con una alta
penetrancia en el contexto de pancreatitis cronica o aguda, o
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incluso cuando se exponen a eventos esporadicos de pancreatitis,
por tratamiento con ceruleina, un andlogo de la colecistoquinina
(Guerraetal.,2007;2011).

A. PROTOCOLO EMBRIONARIO

E16.5

EOlPO 2 4 6 8 10 12 Meses

>

[ e

.

PanIN1 100%
PaniN2/3 60%
PDAC 20%

B. PROTOCOLO ADULTO

P60
EO PO g 4 6 8 10 12 14 Meses

I

PaniN1 100%
PaniN2/3 100%
PDAC 20%
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Figura 3. A: Protocolo embrionario. La expresién del oncogén K-Ras™™
comienza en estadios embrionarios (E16.5). Todos los ratones presentan
lesiones PanIN en el pancreas doce meses después del inicic de la
expresion del oncogén. B: Protocolo adulto. Los ratones se tratan con
doxiciclina desde la concepcion hasta p60 (2 meses). En el protocolo
adulto es necesaria la cooperacion de la pancreatitis en la aparicién de
lesiones, por lo que tratamos a los animales desde los 3 hasta los 6 meses
de edad con ceruleina. Todos los ratones sacrificados a los 14 meses de
edad (12 meses tras el inicio de la expresion de K-Ras®'™) presentan
lesiones PanIN en el pancreas. El porcentaje indica el nimero de ratones
conlalesionindicada.

La pancreatitis cronica es uno de los factores de riesgo mas
importantes para el desarrollo de PDAC en humanos (Malka et al.,
2002). En los modelos de raton, la pancreatitis crénica parece ser
esencial en el adulto para la aparicion de lesiones PanIN y PDAC,
como seindica anteriormente (Guerra etal., 2007;2011).

Como ya se ha comentado anteriormente, las células acinares
que expresan el oncogén K-Ras®'*’ son capaces de transformarse y
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dar lugar a lesiones PaniIN. Las lesiones PanIN de bajo grado
expresan marcadores tipicos de senescencia como son p16 y
SABG (Guerra et al, 2011), lo que implica que no progresan a
estadios mas agresivos. Por el contrario, las células acinares
adultas son resistentes a esta transformacion y para que den lugar
a lesiones PanIN es necesaria la presencia de pancreatitis cronica.
La pancreatitis, gracias a su efecto inflamatorio, contribuye al
desarrollo y progresién de las lesiones, ya que es capaz de anular
el mecanismo de senescencia inducida por oncogenes,
mecanismo de defensa natural que impide la progresién de las
lesiones. Episodios de pancreatitis tanto en el protocolo
embrionario como en el adulto hacen que las lesiones PanIN de
bajo grado pierdan la expresion de marcadores de senescencia
(p16 y SABG) contribuyendo a que estas lesiones progresen a
estadios mas agresivos. Este proceso es reversible, ya que el
tratamiento con antiinflamatorios acelera la reparacion del tejido
y reduce la progresion de las lesiones. Ademas, se ha visto que en
pacientes con pancreatitis cronica que han recibido tratamiento
antiinflamatorio, las lesiones PanIN expresan marcadores de
senescencia. Este hecho, junto con nuestros resultados sugieren
que el tratamiento antiinflamatorio en este tipo de pacientes,
podria reducir el riesgo de desarrollar PDAC (Guerraetal., 2011).

Estudios terapéuticos

Una de las principales opciones que ofrecen los modelos
animales es la posibilidad de llevar a cabo estudios de validacion
de distintas dianas terapéuticas usando una aproximacion
genética o farmacoldgica en diferentes estadios del desarrollo
tumoral. Actualmente, el tinico tratamiento aprobado para tratar
tumores PDAC es la Gemcitabina, un analogo de nucledsidos que
se incorpora al DNA, aprobado para pacientes con PDAC
avanzado y metastasis. Con este tratamiento, el incremento en la
supervivencia es minimo: 4-5 meses en un pequeno porcentaje
de pacientes que responden (Burris et al., 1997; Li et al., 2004). Un
ensayo clinico en fase Il demostré que la Gemcitabina en
combinacion con Erlotinib, un inhibidor de EGFR, mejoraba la
respuesta de los pacientes en comparacién con aquellos a los que
sélo se les administraba Gemcitabina (Moore et al., 2007). De
hecho, estudios recientes usando modelos knock-out
condicionales de EGFR (alelos floxeados de EGFR; EGFR®™) de
raton han demostrado que EGFR, a diferencia de lo que ocurre en
tumores de pulmoén y colon, es esencial para el desarrollo de
tumores PDAC. Asi, la delecion de EGFR en células acinares desde
el desarrollo embrionaric impidié la aparicion de lesiones
PanIN, incluso en el contexto de pancreatitis crénica o en
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ausencia de los genes supresores de tumores p16ink4A/p19Arf.
Desafortunadamente, la delecion de EGFR no es suficiente para
inhibir el desarrollo tumoral en ausencia de p53, aunque estos
tumores se desarrollen con una latencia significativamente mas
larga (Arditoetal., 2012; Navasetal., 2012).

Futuros modelos deraton para estudios terapéuticos

Los modelos animales utilizados hasta el momento para el
estudio de PDAC no son realmente adecuados para llevar a cabo
estudios de validacion de dianas con interés terapéutico. Estos
modelos estan basados en el uso de una sola enzima
recombinasa, la recombinasa Cre. Por lo que la expresion del
oncogeén, la inactivacion de los genes supresores de tumores y la
delecion de la diana de interés ocurren al mismo tiempo y en las
mismas células. Por lo tanto, estos estudios sélo indican la
importancia de estas dianas en la iniciacion del desarrollo
tumoral, pero no su valor terapéutico, ya que esta estrategia no
permite la eliminacién de estas dianas en tumores ya
establecidos.
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K-RasG12v . . . ya
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Figura 4. Esquema de alelos usados en el modelo terapéutico. A: K-
Ras™ "y K-Ras“'"™. Un cassette STOP flanqueado por sitios frt precede al
exon 1 mutado que contiene la substitucion de glicina por valina en el
coddn 12.B: p53" y p53°, Los exones 2-6 estan flaqueados por sitios frt. C:
EGFR"y EGFR".El exdn 1 esté flaqueado por sitios loxP.

Para poder estudiar el potencial terapéutico de dianas en
tumores ya desarrollados hemos creado un nuevo modelo de
raton en el que podemos separar temporal y fisicamente el

desarrollo tumoral de la delecién de los alelos de interés usando
dos sistemas de recombinacién diferentes (ver Figura 4). Este
nuevo modelo, “modelo terapéutico”, es también un sistema Tet-
Off, que en este caso expresa la recombinas Flp en células acinares
bajo el promotor de la Elastasa (Elas-tTA; TetO-Flp). Por lo tanto, en
este nuevo modelo [Elas-tTA; TetO-Flp; K-Ras™™'*; p53™™], la
induccién de la expresion del oncogén K-Ras y la inactivacion de
p53 dependen de la recombinasa Flp. Para ello se han usado alelos
de estos genes con las modificaciones correspondientes
(secuencias de DNA flanqueadas por secuencias frt, que son las
que reconoce la recombinasa Flp). El desarrollo de los tumores
PDAC se puede monitorizar mediante ecografia abdominaly en el
momento en el que los tumores pancreaticos presentan unas
medidas establecidas se procede a la escision de la diana
terapéutica con la segunda recombinasa, la recombinasa Cre
modificada (CreERT2) cuya actividad es controlada mediante
tratamiento con tamoxifeno. Esta recombinasa Cre esta fusionada
al dominio de unién de hormonas esteroideas del receptor de
estrogenos (ER) previamente modificado (ERT2) de manera que se
impide su unién a los esteroides enddgenos. La unién de
determinados esteroides sintéticos, como el 40H-tamoxifeno,
induce un cambio conformacional en el dominio ERT2 haciendo
activa la recombinasa Cre, que se traslocara al nucleo y escindira
los alelos floxeados de las dianas terapéuticas (por ejemplo
EGFR*"™). En este nuevo modelo terapéutico, la recombinasa
CreERT2 se introduce como un transgén [Tg.hUBC-CreERT2] y se
expresa de forma ubicua e inducible bajo el promotor humano de

Dieta tamoxifeno

l /é Sin efecto
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» @ Hecto parcial
T T T @ /@ Regresién total del PDAC
K-Ras */FsFa1av 1* ecografia PDAC +
p53frin Diana 's#/1ox
Recombinasa Flp Recombinasa Cre
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Figura 5. Esquema para el estudio de dianas de interés terapéutico. La
expresion del oncogén comienza en estadios embrionarios (E16.5). Se
realiza un seguimiento del desarrollo tumoral a partir de las 12 semanas de
edad mediante ecografias. Cuando los tumores alcanzan un tamafo
establecido se les administra una dieta suplementada con tamoxifeno
para la activacion de la recombinasa Cre. Se realiza el sequimiento de la
progresion tumoral con ecografias semanales para analizar el efecto de la
delecion de las dianas de interés (alelo floxeado: lox/lox).




Articulos

la Ubiquitina C (Ruzankina et al., 2007). En este caso, se consigue la
delecion sistémica de los alelos floxeados tras el tratamiento con
tamoxifeno. De esta forma, la administracion de tamoxifeno a
aquellos animales que han desarrollado PDAC resulta en la
activacion ubicua de la recombinasa Cre y en la recombinacién
eficiente de los alelos floxeados de interés terapéutico. Esta
aproximacion nos permite analizar el efecto de eliminar las dianas
de interés en el tumor, asi como en el resto del organismo y
analizar los posibles efectos toxicos que la eliminacion sistémica
de estosalelos pudiera llegara producir (ver Figura 5).

Finalmente, modificaciones de este modelo terapéutico
permitiran estudiar la funcién de un gen (y su valor terapéutico)
en un determinado tipo celular; por ejemplo en células tumorales
o en diferentes tipos celulares del estroma. Estos estudios se
realizaran expresando la recombinasa Cre bajo promotores que
limiten la expresion al tipo celular deinterés.
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Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de
demencia. Es una patologia cerebral irreversible que se
caracteriza por una pérdida de la memoria y de las capacidades
cognitivas, como consecuencia de la progresiva e irreversible
pérdida neuronal. La neurodegeneracion que tiene lugar durante
la enfermedad sigue un patrén anatémico bastante establecido,
siendo la corteza entorrinal y el hipocampo las primeras
estructuras afectadas [1] y por tanto, responsables de los déficits
en el aprendizaje y la formacion de nueva memoria. Las causas
que provocan la aparicion de esta devastadora enfermedad se
desconocen, aunque la edad constituye el mayor factor de riesgo.
La poblacion espafiola es una de las poblaciones con mayor
esperanza de vida del mundo y, actualmente, se calcula que unas
800.000 personas sufren la enfermedad de Alzheimer en Espana.
A pesar del gran esfuerzo de la comunidad cientifica por
encontrar farmacos efectivos, a dia de hoy no existe cura para la
EA. Por ello, los modelos animales juegan un papel primordial a la
hora de estudiar los eventos iniciales que tienen lugar en la
enfermedad, asi como para probar la eficacia de diferentes
tratamientos.

El diagnostico definitivo de la EA se realiza post mortem ya que
la presencia de placas seniles y de ovillos neurofibrilares confirma
su diagndstico (ver Figura 1). Las placas seniles son acimulos de
proteina B amiloide, y los ovillos neurofibrilares se forman como
consecuencia de la hiperfosforilacion de una proteina que esta
presente en los microtibulos de las neuronas, la proteina tau. A
pesar de que la etiologia de esta enfermedad se desconoce, una
de las principales teorias sobre su causa es la hipdtesis de la
cascada amiloide, que postula que el evento inicial que finalmente
lleva a la neurodegeneracion y a la demencia es el desequilibrio
entrela producciény laeliminacién del péptido f amiloide [2-4].
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Figura 1.- Dibujos realizados por el Dr. Alois Alzheimer mostrando los
cambios patologicos observados en un paciente, concretamente una
placaamiloide (arriba) y un ovillo neurofibrilar (abajo).

Generacion de placasy ovillos neurofibrilares

El péptido  amiloide (AB) se genera, en forma de mondmero,
a partir del procesamiento proteolitico de la proteina precursora
del amiloide (APP). Esta proteina transmembrana se corta por la
accion de proteasas, concretamente las a, B y y secretasas. Existen
dos rutas de procesamiento alternativo (ver Figura 2), siendoen la
ruta amiloidogénica donde se forma el péptido AR en forma
monomérica. Este péptido, debido a su peculiar estructura, tiende
a la agregacion, formando oligémeros, que a su vez formaran
fibrillasy protofibrillas, dando finalmente lugaralas placas.
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Figura 2.- Esquema ilustrativo del procesamiento de la APP mostrando los
dos cortes alternativos que puede sufrir. La ruta amiloidogénica
(izquierda) comienza con el corte de |a B-secretasa mientras que la ruta no
amiloidogénica (derecha) comienza con el corte de |a a-secretasa. Ambas
rutas son procesadas finalmente por la y-secretasa. EC: dominio
extracelular; TM: dominio transmembrana; IC: dominio intracelular; APP-
CTFa/B: fragmentos carboxi terminales de la APP; ABJ}eptldo B amiloide;
AICD[d]omtnlo intracelular de la APP. Imagen tomada de Zheng y Koo,
2011[5].

Por otro lado, los ovillos neurofibrilares se forman como
consecuencia de la hiperfosforilacién de una proteina de los
microtubulos presentes dentro de las neuronas, la proteina tau.
Esta hiperfosforilacion provoca una desestabilizacion de los
microtubulos alterando la estructura de la neurona y, como
consecuenciadeello, sufuncionamiento.

Mutacionesimplicadas

En los ultimos afos se han identificado una serie de
mutaciones que provocan la aparicion de la EA a edades
tempranas, es decir, antes de los 65. Se trata del Alzheimer Familiar
y se desarrolla por la simple presencia de una serie de mutaciones
que resultan suficientes para provocar las manifestaciones
clinicas de la enfermedad. A pesar de constituir menos del 5 % de
los casos de EA, el hallazgo de estas mutaciones y su
caracterizacion han sido de gran utilidad a la hora de generar
modelos animales que nos permitan comprender mejor los
mecanismos implicados en la enfermedad. Es necesario
mencionar que el Alzheimer Esporadico, cuya aparicion tiene
lugar a partir de los 65 anos, es el mas frecuente. Sin embargo, no
ocurre como consecuencia de la presencia de mutaciones que
directamente desarrollen la enfermedad, sino que se han
identificado una serie de factores de riesgo que aumentan la
probabilidad de padecerla.

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2016. Numero 70

Las mutaciones identificadas con la EA Familiar se
corresponden con mutaciones tanto en el gen que codifica parala
proteina APP (proteina precursora del amiloide) como en los
genes que codifican para PSN1/PSN2 (presenilinas 1 y 2,
responsables de la actividad de las secretasas), por lo tanto son
mutaciones implicadas en la generacion del péptido AB. Las
mutaciones en el gen que codifica para la APP provocan un
aumento de su expresion y de su actividad, lo que resulta en una
mayor produccion de péptido AB. Por otro lado, las mutaciones en
los genes PSN1 y PSN2 producen un incremento de su actividad,
aumentando también la produccién del AR y causando un
aumento de la formacién de placas. En cuanto a los ovillos
neurofibrilares, se han identificado mutaciones en el gen que
codifica para la proteina tau en pacientes con demencia
frontotemporal con parkinsonismo. La presencia de estas
mutaciones promueve la hiperfosforilacion de tau y la formacion
de ovillos neurofibrilares.

Modelosanimales

La generacion de modelos animales transgénicos con
mutaciones asociadas a la EA ha supuesto una nueva era en la
investigacion de la enfermedad. La identificacion de mutaciones
asociadas a la enfermedad ha permitido generar ratones que
producen tanto placas como ovillos neurofibrilares, asi como
pérdida sinaptica, muerte neuronal y patologia de las células de la
glia.

Desde que se genero el primer modelo con una patologia
similarala EA, con una Unica mutacién en la APP [7], se han creado
muchos modelos, tanto con mutaciones simples como dobles
(ver Figura 3).Todos ellos han recapitulado con éxitola generacion
de placas de péptido B amiloide, mediante la sobreexpresion de la
proteina APP o mediante mutaciones en la PSN1, que aceleran
tanto la produccién del péptido como su deposicion. En paralelo,
también se han desarrollado modelos animales con patologia tau
[8-10]. Pero lo cierto es que aunque la mayoria de los modelos han
tenido éxito a la hora de desarrollar una de estas dos
caracteristicas histopatologicas, el simple hecho de desarrollar
una no ha sido suficiente para provocar la aparicion de la otra. Por
este motivo, tanto para generar placas como ovillos, ha sido
necesaria la introduccion de multiples transgenes en el mismo
ratdon, utilizando técnicas como el cruzamiento de lineas
transgénicas independientes o la microinyeccion de proteinas
patoldgicas enratones con untransgen[11,12].
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Table 1 - Neuropathological features of the main transgenic mouse models of Alzheimer disease.

Hyperphes-  Meursfi-

Mousa Intraneuronal  Parenchymal phorylated  brillary  Meuronal Synaptic Frimary

madel Gene (mutation) ap Ap plaques Tau tangles  loss loss CAA reference

PDAPP APP (V7176) . Yos Yes to Na Yos Garnes et al. 1995

Tq2576 APP (KGTON/MGT L) es Yes o No - Hsioo e1 al. 1996

TQCRNDS  APP (KGTOMMGTIL VTT7R) - Yes - No o - - Chishti et al. 2001

APPIES1 APP (KBTONIAGT L), Yo Holcomb et al,
PSY (M146L)

APP23 APP (KETONMAG? 1L) Yes Yes No Umle  Yes  Yes  Sturchier-Fierrat

Ta-swol APP (E693Q, DEAN) ves - - . Yes  Davs eval 2004

APPDutch APP{EGI0) - Lintle - - - es Herzig et al. 2004

APPDUICRPST AP (E6310), Yes Listle  Herzig et al. 2004
P51 (GIB4A)

hARP-ATC APF (EG93G, KETONIMGTIL Yes - - - Little  Cheng et al. 2004

VTS
Tg-ArcSwe  APP (EGIIG, KETONIMETIL)  Yes Yes Yes  Lord etal 2006
Knobloch et al
2007
APPAIC APP (E691G) - Yes - - . Yes  Ronnback et al
0m

TARP APP (KETON/MAGTIL), Yes - Yes - Lewis et al. 2001
Tau (PIOILY

WTg-AD APP (KG70NMETTL), e Yes Yes ves No - Odde et a1, 2003
Tau (P301L),
P51 (M145V)

APPyPS1 APP (KETONMETIL VA7), Yes Yes Yes Yes - Wirths et al. 2002
PS1 (ML)

APRPSIKI AP (KGTONMGTIL VT170,  Yes Yes - - Yes Yes - Casas et al, 2004
P51 {M23I3TILZ35P)

SKFAD APP (KETONMETIL I716Y,  Yas You Yes Yos Cakiny ot al. 2006

w7,
PS1 (M IELAL286V)

CAR = cerobral amyloid angiopathy; Dash 1) = not reparted,
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Figura 3.- Tabla ilustrativa de los modelos de ratén transgénico para la EA
mas utilizados y sus caracteristicas histopatologicas mas relevantes.
Imagen tomada de Schaeffery cols., 2011 [6].

Modelo tripletransgénico paralaEA (3xTg-AD)

De entre todos los modelos de ratén disponibles a dia de hoy,
el modelo mas completo es el raton triple transgénico para la EA
(3xTg-AD), generado por el grupo de Frank LaFerla en el afio 2003
[13].Este modelo ha supuesto un gran avance para el estudio de la
enfermedad, ya que se trata del primer modelo que desarrolla
tanto placas como ovillos neurofibrilares y ha permitido estudiar
lainteraccion entre el péptido AR y tau.

Los ratones 3xTg-AD producen mas péptido AR que los
ratones sanos. En etapas iniciales lo producen de manera
intraneuronal, comenzando hacia los 3-4 meses en corteza y a los
6 meses en hipocampo. Este acumulo intraneuronal de AR
correlaciona con los déficits en la transmision sinaptica que estos
ratones padecen, poniendo de manifiesto algunos de los efectos
del péptido antes de precipitar. A partir de los 6 meses, comienzan
a aparecer depositos extracelulares de AP en forma de placas, de
manera predominante en la region de la corteza y posteriormente
en el hipocampo, hacia los 12 meses. En el caso de los ovillos
neurofibrilares, presentan un patrén de aparicién y un curso
temporal distinto. Comienzan a aparecer hacia los 12 meses en
hipocampo y posteriormente se expanden hacia la corteza (ver
Figura 4). Estas observaciones han permitido demostrar que el
péptido AP promueve y contribuye al desarrollo de la patologia
de tau, mientras que tau no afectaala patologia AB, corroborando
la hipotesis de la cascada amiloide, en la que se postula que el
eventoinicial eslaacumulacion de péptido Ap.
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Figura 4.- Los ratones 3xTg-AD (A) aumentan la produccion de péptido AR
con la edad, los astrocitos (verde) se vuelven gliéticos, (B) expresando
mayores niveles de GFAP y (C) disponiéndose, con una morfologia
reactiva, alrededor de las placas (blanco). En nuestro laboratorio
trabajamos con este modelo para estudiar el papel de los astrocitos en la
EA, y mas concretamente para comprender mejor como el péptido AR
senaliza directamente sobre estas células y cuales son sus consecuencias.
Imagen tomada deWyssenbach, 2015 [14]. Barrade escala=20um.

Una de las grandes ventajas que presenta este modelo es su
facil generacion. A pesar de tener tres transgenes, se integran
como si sélo tuviera un Unico transgen, ya que se ha generado
microinyectando directamente dos transgenes (APPSwe,
tauP301L) en la linea germinal de ratones modificados
genéticamente (PSTM146V). Esto ha permitido obtener una linea
estable capaz de transmitir sus mutaciones a las siguientes
generaciones, como si de una unica mutacion se tratara (ver
Figura 5). Esta ventaja trae consigo la posibilidad de cruzar estos
ratones con otros animales transgénicos para poder estudiar el
efecto de diferentes mutaciones en el desarrollo de la patologia
de los ratones 3xTg-AD, asi como la influencia de factores de
riesgo implicados en la enfermedad (diabetes, dano cerebral,
etc.). Ademas, los ratones hemicigotos desarrollan las
caracteristicas neuropatoldgicas, por lo que no es necesario
seleccionar los animales homocigotos tras un cruce. Sin embargo,
como todos los modelos animales, también presenta ciertas
limitaciones. La mas significativa es la ausencia de muerte
neuronal en el hipocampo, evento que en la EA ocurre de manera
masiva [15]. Ademds, tampoco presentan diferencias en la
densidad de la sustancia blanca, con respecto a los ratones sanos,
al contrarioqueenlaEA[16).
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Figura 5.- Esquema ilustrativo de la generacion del ratén 3xTg-AD.
Brevemente, se comicroinyectaron los trangenes APPSwe ytauP301Lena
linea germinal de ratones con el transgen PSTM146V. Imagen tomada y
modificada de Oddoy cols., 2003 [13].

Este modelo animal ha sido de gran utilidad a la hora de
probar la eficacia terapéutica de tratamientos prometedores,
como la inmunizacién pasiva [17] y la implantacién de células
madre [18], resultando ambos en la disminucion de los sintomas
de la enfermedad de estos ratones. A pesar de que la EA aparece
casi siempre en su forma esporadica, el trabajo realizado con los
modelos animales con mutaciones asociadas a la enfermedad ha
contribuido de manera significativa a nuestro conocimiento
actual sobre la enfermedad. Aunque todos los modelos estén
lejos de ser perfectos, a dia de hoy son una herramienta
imprescindible en lainvestigacion dela EA.
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Modelo de biobanco de tejidos obtenidos de animales
de experimentacion con fines de investigacion biomédica

Grupo de Trabajo de la SECAL
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INTRODUCCION

El almacenamiento de muestras bioldgicas, bien para su uso
futuro, o bien para su intercambio con grupos o entidades
pertenecientes al ambito de la investigacion biomédica es,
ademas de uninstrumento basico para el avance de la ciencia, una
practica de alto valor estratégico para la investigacién “en red”.
Mas aun, en el caso de modelos animales, el intercambio de
muestras y tejidos es una herramienta muy valiosa para conseguir
uno de los objetivos contenidos en el principio de las 3 Rs. En
concreto, para reducir el nimero de animales utilizados en
investigacion.

En la altima década, se hafomentado a escala internacional la
formacion de repositorios de muestras (“biobancos”) cuyos
principales objetivos no son otros que el intercambio de material
biolégico y el fomento de la cooperacién y la investigacién en red,
sobretodo en el ambito sanitario.

Los biobancos facilitan la cooperacién entre grupos de
investigacion, mejoran el conocimiento, en parte porque facilitan
una aproximacion interdisciplinar a la investigacion biomédica, y
ademas proporcionan una infraestructura a grupos de
investigacion ala que de otra forma no podrian acceder.

El desarrollo de biobancos nacid en el dambito de la
investigacion médica, en hospitales principalmente,
extendiéndose en los Ultimos anos al ambito més general de la
investigacion biomédica.

Resulta obvio indicar que la existencia y el funcionamiento
adecuado de un repositorio de muestras de 6rganos y tejidos de
animales de experimentacion contribuirian a la reduccién en el
numero de animales utilizados para fines cientificos. La reduccion

en el nimero de animales es, junto al reemplazo del uso de
animales y al refinamiento de los procedimientos, uno de los
objetivosinspiradores del principio de las 3 Rs.

Recientemente, el Real Decreto 53/2013 que transpone la
Directiva Europea 2010/63/UE relativa a la proteccion de los
animales utilizados para fines cientificos, dedica su articulo 8 a la
“Puesta en comun de 6rganos y tejidos". En concreto, dicho
articulo dispone que "La Administracion General del Estado y los
6rganos competentes fomentaran, a través del comité regulado
en el articulo 44, el establecimiento, entre usuarios y demas
operadores, de programas para compartir organos y tejidos. Estos
programas podran contemplar la creacion de bases de datos
compartidas y otras medidas de colaboraciéon y difusion de
informacion!

Se puede afirmar porlo tanto que el estudio de la viabilidad de
un proyecto de repositorio de muestras de 6rganos y tejidos de
animales de experimentaciéon es, ademas de un compromiso
ético (principiode las 3 Rs), undeber legal (RD53/2013).

Antecedentes

Con relacién a todo lo anterior, SECAL promovié la realizacion
de una encuesta entre sus socios acerca de la viabilidad, posibles
ventajas e inconvenientes, y otras cuestiones practicas
relacionadas con laimplementacién de unared de repositorios de
muestras de animales de laboratorio. Las preguntas de que
constaba dicha encuesta fueron:
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En total, se recibieron respuestas de 27 instituciones de
investigacién, en su mayoria de centros en los que se realiza
investigacion biomédica basica (33.9%) o investigacion aplicada o
traslacional (28.8%). Algunas de las instituciones albergan grupos
que llevan a cabo proyectos de investigacion de distinta
naturaleza y cabe destacar el hecho de que se recibieron

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2016. Numero 70

respuestas por parte de instituciones pertenecientes al ambito de
la investigacion farmacéutica (13.6%) y también biotecnolégica
(10.2%). De las instituciones que respondieron a la consulta, tan
solo el 14.8% cuenta en la actualidad con un banco o archivo de
tejidos en su institucién. Y de este pequefio porcentaje de
instituciones que cuentan con dicho servicio, el 25% no lo ha
utilizado. Ante la pregunta de sila institucion ha solicitado alguna
vez muestras de tejidos de otra institucion, o de un proveedor
comercial, el 25.9% lo ha hecho puntualmente; ninguna de las
instituciones lo ha hecho con frecuencia. Es interesante resaltar
que aunque cerca del 75% de las instituciones no han solicitado
muestras de tejidos de otras instituciones (no necesariamente
biobancos), la mitad de los encuestados si ha cedido muestras de
tejidos a otras instituciones o grupos de investigacion. Algo mas
de un tercio de los que han cedido muestras lo hace ademas con
ciertaasiduidad.

A la pregunta de si un banco de tejidos de modelos animales
seria de alguna utilidad para su animalario o para los usuarios de
su animalario, la mayoria (85.2%) respondié que si y tan sélo el
7.4% estima que la existencia de este banco no le seria de ninguna
utilidad.

Uno de los aspectos méas interesantes de la encuesta es la
valoracion de las ventajas que la existencia de un biobanco (o una
red de biobancos) aportaria, y también los inconvenientes que se
perciben en su implementacion y funcionamiento. Las dos
ventajas que mas se valoraron en la encuesta fueron que la
hipotética implantacion de tal servicio reduciria el nimero de
animales utilizados (en linea con uno de los principales objetivos
de la aplicacion del principio de las 3 Rs), y que, en general, se
mejoraria laimagen de la experimentacion con modelos animales
antelasociedad.

Por otro lado, el principal inconveniente senalado por los
participantes en la encuesta, quizas en linea con la coyuntura
economica actual, fue la obtencion de una financiacion que
garantice su sostenibilidad. Otros potenciales problemas
derivados del mantenimiento de una calidad 6ptima de muestras
son por una parte la burocracia que, probablemente, implicara el
uso del biobanco en redy, por otra, los aspectos relacionados con
la propiedad intelectual de los materiales archivados o del uso
que de ellos se vaya a hacer por terceros.

El 12.5% de los encuestados sefiald que, en principio y desde
un punto de vista logistico, no ve viable un proyecto como el que
aquiseexpone.
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Como cabia esperar, la mayoria de las instituciones
encuestadas (79.2%) ven util la existencia de este tipo de
biobanco sobre todo para las especies de roedor mas
comunmente utilizadas. Un 23.9% menciona especificamente las
muestras de tejidos procedentes de ratones genéticamente
modificados.

Por dltimo, ante la pregunta de si su institucién haria uso del
servicio proporcionado por un biobanco de tejidos de animales
de experimentacion, el 17.9% de los encuestados asegura que si
lo harfa, un 53.6% sefala que probablemente si haria uso de tal
servicio, y un 10.7% indica que si con la condicién de que el
servicio fuera gratuito. Por otro lado, un 10.7% de los encuestados
reconoce que probablemente no haria uso del biobanco.

OBJETIVO

En el presente documento se han recopilado los aspectos
estructurales y funcionales que deberia cumplir un biobanco de
organos y tejidos obtenidos de animales de experimentacion con
fines de investigacién biomédica, para que pueda servir como
referencia a las instituciones que tengan interés en crear una
unidad de este tipo.

Como se ha comentado anteriormente, la aplicacion del
presente documento cubre diversos objetivos, como la reduccién
del nimero de animales utilizados, la cooperacién entre diversos
grupos de trabajo, la mejora del conocimiento y, en algunos casos,
el proporcionar una infraestructura a grupos de investigacion que
de otraforma no podrian acceder.

MODELOS DE ORGANIZACION

Siguiendo el modelo que propone la ley para los biobancos
de muestras humanas, la organizacion ideal de un biobanco de
tejidos animales podria contemplar un disefio como el que se
muestraen laFigura 1,con los siguientes elementos:

+ Titular. Es el responsable juridico de la actividad del biobanco,
de su constitucion y su funcionamiento. Normalmente
deberia coincidir con el titular de la institucion que aloja el
biobanco.

« Comité de ética para la investigacion animal de la propia
institucion que deberia velar porque todos los
procedimientos del biobanco se ajusten a la normativa

vigente en materia de investigacién con animales y a los
codigos éticos que aplican.

» Direccién Cientifica. Persona responsable del diseno
estratégico del Biobanco, incluyendo los siguientes aspectos:
definicion de colecciones de interés, revision de
procedimientos, la deteccion de requisitos de los usuarios,
implantacion y revision de un sistema de gestion de calidad y
elaboracion de memorias de actividad.

+ Grupo de apoyo, constituido por profesionales expertos en
investigacion con animales que asesoren el director en sus
tareas de planificacion estratégicay ejecutiva.

« Coordinacion técnica. Podria coincidir o no con la direccion
cientifica. Es la figura responsable de elaborar, supervisar y
modificar los procedimientos técnicos.

+ Personaltécnico, paralaejecucion de los procedimientos.

» Especialista en anatomia patolégica animal, como personal de
apoyo para aportar calidad de informacion a los tejidos
solidos.

Responsable juridico de los

TITULAR procedimientos y actuaciones
del Biobanco
Supervisa procedimientos y
CEI asesora al director, Evalia
solicitudes.
Responsable del disefio y los
DIRE?TOR procedimientos de integracién y cesién de
muestras y datos. Responsable de calidad.
CIENT F]CO Interiocutor de depositarios y solicitantes
Constituido por profesionales
de la investigacion con
animales Asesoramiente al Organizacion, supervision y ejecucian
d:_e:\}nr. Partlclﬁa;dnﬁend!:s COORDINADOR i procede de los protocolos técnicos
objetivos y en el disefio
colecciones I
Recogida y procesamiento de
PEBSONAL muestras. Control de calidad.
TECNICO Registro de datos

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1. Propuesta de modelo de organizacion interna de un biobanco
detejidos animales.

Ademas de este esquema basico unitario, pueden
contemplarse otros modelos de organizacién que faciliten la
integracion sinérgica de recursos entre centros (ver Figura 2):

* Biobanco en red: se entiende como tal un biobanco con una
Unica organizacién administrativa y varios nodos fisicos de
recogida, procesamiento y almacenamiento de muestras. La
gestion cientifica y técnica estd centralizada, los protocolos
normalizados que afectan a la recogida de muestras y datos y




Articulos

el plan de gestion de calidad estan unificados pero se realizan
endistintos puntos.

«  Redes de biobancos: en este modelo cada biobanco tiene su
plan de gestion y funcionamiento independiente y se
establecen acuerdos de colaboracion entre varios biobancos,
con el fin de promover la armonizacion para que el
intercambio de materiales sea fluido y no se vea afectado por
la heterogeneidad de los protocolos.

A

R&G

Coondina cion

Imagen suministrada por la autoria
Figura 2. Modelos de organizacion de varios centros de recogida de

muestras (R: recogida de muestras y G: gestion de procesos). A: Biobanco
enred. B:Red de biobancos.

GESTION DE MUESTRAS
Instalaciones
La extraccion de muestras debe realizarse en las salas de

manipulacién del servicio de experimentacién animal:
quiréfanos, salas de necropsias, u otras similares. Si el protocolo de
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procesamiento del tejido lo permite, es conveniente proceder en
ese mismo espacio a la conservacion primaria del tejido
(inmersion en fijador o congelacion) con el fin de minimizar el
tiempo de procesamiento; si no es posible, las muestras se
trasladaréan en condiciones de seguridad al espacio reservado
para ello. Resulta ventajoso que el biobanco cuente ademas con
un laboratorio para la recepcion, procesamiento y control de
calidad de las muestras, que no debe situarse necesariamente en
elanimalario.

La ubicacién de los locales de almacenamiento de muestras
deberia estar cercana al servicio de experimentacion animal pero
fuera de sus zonas de acceso, idealmente en un local anexo bien
ventilado. Es importante que el acceso a los contenedores de
almacenamiento no esté dificultado por barreras de contencion
biolégica que dificulten la actuacién en caso de emergencia, y que
la entrada y salida de muestras no requiera protocolos de
seguridad biolégica. La sala de almacenamiento tiene que estar
dotada de un control de acceso con seguridad, razén por la cual se
evitard ubicar los congeladores en pasillos y otras zonas de paso.
Idealmente, el biobanco contara con tres tipos de contenedores
de almacenamiento: armario ignifugo de seguridad para
documentos y muestras que se almacenen a temperatura
ambiente (bloque de parafina, papel FTA y todos los que se
consideren necesarios), congeladores de -80°C, y contenedor de
nitrogeno liquido.

Los equipos de frio deben estar dotados de un sistema de
seguridad que incluya lo siguiente: un espacio para traslado de
muestras en caso de incidencia (equipo de back-up), un sistema
de alimentacién de corriente de emergencia (grupo electrégeno)
o en su defecto una bala de CO, como medida temporal de
mantenimiento del frio, y un sistema centralizado de registro
externo de alarmas y temperaturas. El espacio donde se ubiquen
estos equipos debe tener una buena ventilacion y detectores de
oxigeno, sobre todo si no son amplios, para prevenir riesgos
laborales por bajada de concentracion de oxigeno ante posibles
incidentes con nitrégeno.

Procedimientos derecogiday conservacion

Todos los tejidos deben recogerse de acuerdo con los
procedimientos de manipulacién aprobados por el Comité de
Etica y Bienestar Animal, y utilizando materiales y protocolos que
maximicen la esterilidad y preserven la estructura tisular, con el fin
de proteger la calidad de las muestras. Es muy importante anotar
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la hora de extraccion de las muestras. En caso de animales
sacrificados habra que registrar también la hora exacta del
sacrificio, asi como los datos referentes a la anestesia y método de
eutanasia.

Tejidos sélidos

Las muestras se recogeran y procesaran con la maxima
celeridad, procurando que el tiempo transcurrido entre la
extraccion y la congelacion no exceda nunca las dos horas. En el
caso de norecoger érganos enteros, la zona a seleccionar debe ser
la mas representativa del tejido u 6rgano en cuestion, tratando de
evitar areas de necrosis, hemorragia o contaminacion, que nos
enmascaren las estructuras que pretendemos conservar. Los tres
modos de procesamiento mas empleados para la conservacion
de tejidos sélidos son los siguientes:

= Congelacion directa: se introduce el tejido en el tubo de
congelacién y se sumerge en nitrogeno liquido. Este
procesamiento es muy adecuado para el analisis posterior de
acidos nucleicos y cuantificacion de proteinas, pero deteriora
la estructura del tejido.

» Congelacién en bloque de OCT (Optimal Cutting Temperature).
Se recomienda realizar una congelacion lenta utilizando
isopentano enfriado en nitrégeno liquide o nieve carbonica. El
isopentano estara suficientemente frio cuando aparezcan
formas de perlas y la solucion adquiera un aspecto denso. Se
dispensa una fina capa de OCT en un criomolde previamente
identificado, sobre ella se colocan el érgano si se estd
procesando entero, o uno o varios fragmentos de tejido con
un tamafio minimo aproximado de 0.3 x 0.3 x 0.3 cm,
previamente lavados con solucion salinaa 4°C. Esimportante
orientar correctamente el tejido en el criomolde para obtener
cortes histolégicos éptimos mediante el criostato. A
continuacion, se cubre el fragmento de tejido depositado con
otra capa de OCT, se termina de orientar el tejido con una
punta de pipeta y se eliminan las burbujas. Se introduce el
criomolde en el isopentano preenfriado con ayuda de las
pinzas. Evitar que el isopentano entre en contacto con el OCT,
para evitar la formacién de burbujas de aire con la
consecuente rotura del tejido. Una vez congelado, transferir el
criomolde a un congelador de -80°C. Este tipo de
procesamiento es apropiado para realizar estudios de
expresidn y localizacion de macromoléculas en cortes, para
obtener tipos celulares individuales mediante microdiseccion
con laser y para cuantificacion de macromoléculas como la
congelacion normal, previa eliminacién del OCT.

* Fijacién seguida de inclusion en parafina. Los érganos o tejidos
pueden fijarse por perfusion y/o por inmersion en el fijador
seleccionado. Tanto la eleccién del fijador como el tiempo de
inmersion pueden ser de gran importancia en algunos tejidos
y, sobre todo, para el analisis de ciertos componentes.
Finalizada la fijacion se procede al proceso de deshidratacion
progresiva del tejido en alcoholes, normalmente etanol, de
gradacion creciente hasta alcohol de 100°. A continuacion se
sumerge la pieza en xileno o tolueno no mas de 30 minutos
para que no se endurezca en exceso el tejido, se incluye en
parafina liquida y se deja solidificar. Los bloques de parafina se
archivaran debidamente etiquetados y se pueden almacenar
atemperatura ambiente. Este tipo de procesamiento es el mas
adecuado para estudios de estructura tisular, morfologia y
morfometria, y para estudiosinmunohistoquimicos.

Sangre

El tubo de recogida de sangre vendra determinado por el
hemoderivado que interese almacenar: un tubo cualquiera para
suero, o con anticoagulante si se desea obtener plasma.
Idealmente, ademas del volumen extraido para procesar y
obtener el derivado que interese, se almacenara un volumen
minimo de sangre (1 gota de 100 uL) en papel FTA para futuros
usos de genotipado o cualquier otro analisis de DNA. Esta muestra
se podra utilizar para los controles de trazabilidad del Biobanco.

Otras muestras

Para procesar y almacenar otros liquidos biolégicos como la
orina, liquido cefalorraquideo o médula ésea se puede optar por
la congelacion inmediata de los mismos o por incluir una
centrifugacion suave para depdsito de sales y restos celulares
antes de sualmacenamiento definitivoa-80°C.

Asimismo, es posible que ciertas instituciones puedan valorar
el almacenamiento y gestion de otro tipo de derivados biolégicos
obtenidos por procesamiento de muestras primarias, como por
ejemplo lineas celulares seleccionadas por su fenotipo, lineas
inmortalizadas o transfectadas con moléculas especificas. Lo
importante en estos casos seria, ademds de garantizar la
seguridad biolégica en funcién de los agentes que puedan
utilizarse, planificar desde el biobanco el almacenamiento en
nitrégenao liquido paramantener laviabilidad delas células.




Articulos

Trazabilidad y calidad

El aspecto especifico y mas caracteristico de los biobancos
frente a otros modelos de custodia de muestras es la garantia de
trazabilidad y calidad que deben ofrecer. Para ello, en el diseno de
los procesos se debe tener en cuenta el cumplimiento de los
siguientes aspectos:

» Protocolos operativos que incluyan etiquetado en todos y cada
uno de los pasos, desde el animal vivo hasta la muestras en el
congelador, y maxima automatizacion: codigos de barras,
etiquetas 2D, radiofrecuencia, y cualquier otro necesario para
cumplir con un protocolo correcto.

» Procedimientos de control de trazabilidad periddicos:
genotipado aleatorio de muestras, analisis bioquimico de
alicuotas hermanas, controles de ubicacién.

« Protocolos de control de calidad de las muestras: integridad de
RNA, analisis anatomopatologico de cortes contrastados con
hematoxilina o marcadores inmunohistoquimicos de
integridad estructural, que aseguren que conservan las
caracteristicas originales.

* Protocolos de control de almacenamiento: registro de la
ubicacion de un porcentaje de muestras para comprobar que
sulocalizacion esla esperada.

Ademas, tal y como se amplia mas adelante, es muy
conveniente implantar un sistema de gestién de calidad integral
de un nivel de desarrollo alto, que incluya sistematizar el registro
de indicadores de calidad e incidencias en todos los procesos
como parte de su ejecucion.

GESTION DE DATOS ASOCIADOS

El verdadero valor de cualquier muestra bioldgica de calidad
estd en la informacion que tiene asociada. Por ello, uno de los
aspectos cruciales que debe cuidar un biobanco para garantizar la
calidad de las muestras que almacena es la planificacion de la
recogida, custodia y cesion de datos asociados a las muestras. En
un biobanco de tejidos animales deben recogerse como minimo
los datos relacionados con la recogida y procesamiento de la
muestra y toda la informacién que sea posible en relacién con el
animal de origen. A esto hay que afadir los datos de organizacion
que requiera el biobanco (codigos, signaturas, asignacion a
colecciones, cesiones y cualquier otro que se considere necesario
para su correcta identificacion). Como norma general, es
importante que la informacion esté recogida en campos de
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opciones limitadas de tipo selector mdiltiple, SI/NO, numérico o
similares. Es conveniente evitar en lo posible los campos de texto
libre como notas y observaciones que dificultan la
estandarizaciony explotacion delainformacion.

El listado que se muestra a continuacién es una propuesta
genérica de los datos que deberian acompanar a las muestras
integradas en un biobanco de tejidos animales con fines de
investigacion. Es un punto de partida que cada biobanco deberia
adaptara sus capacidadesy objetivos.

Datos del centro

Centro de origen (selector)

Lugar de recogida de la muestra (selector con los puntos de recogida)

Responsable: nombre del investigador responsable del animal (selector)

Coleccion (selector)

Datos asociados al animal

Especie (selector)

Cepa (selector)

Tipo de transgénesis, de existir (selector)

Edad (numérico)
Sexo (M-F)

Tipo de dieta
Ayuno/Alimentacion

Estado sanitario

Patologia en estudio (selector)

Intervencion quirirgica:

Nombre (texto o selector)
Fecha (fecha)

Responsable: nombre del operario (selector)

Anestesia (texto o selector)

Intervencion biologica:
Agente biologico (texto o selector)
Via de administracion (selector)
Posclogia (texto)
Fecha inicio y fin (fecha)

Intervencion farmacolégica:

Farmaco, dosis, (texto)

Via de administracion (selector)
Posologia (texto)
Fecha inicio y fin (fecha)

Signos clinicos al sacrificio (Texto o selectores)
Método de diagnastico (texto)

Método de eutanasia (texto o selector )
Anestesia (texto o selector)

Notas (texto)
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Datos asociados a las muestras

Qrigen del tejido (selector)

Clase de tejido: sano, patolégico, tumar, no tumeor (selector)

Modo de recogida: tubo con EDTA, heparina, frasco estéril, suero fisiologico
(selector)

Fecha y hora de obtencién (fecha y hora)

Responsable del procesamiento: nombre del operario (selector)

Tipo de procesamiento: fijacion-inclusion, congelacion inmediata, congelacion con
OCT, plasma, suero, centrifugacion y todos los que proceda (selector)

Fijador (selector)

Tiempo de fijacion (nimero)

Fecha y hora de congelacion/fijacion (fecha y hora)

Tiempo entre la extraccion y la conservacion (numerico, calculado)

Datos asociados bioquimicos (SI/NO)*
Datos Anatomia Patoldgica (SI/NO)*
Datos clinicos del animal (SI/NO)

Numero de alicuotas (numeérico)

Soporte de almacenamiento: criomolde, criotubo, casselte o cualquier olro que
garantice su almacenamiento (selector)

Etiquetas de las alicuotas (alfanumérico)

Localizacion (selectores)
Notas (texto)

*Cada centro deberd disefiar el modo de gestion de estos dafos. Idealmente
habria que integrarlos en la base de datos a través de formularios especificos de
coleccion

Datos del uso de las muestras

Solicitud (numérico)

Documentao de solicitud (enlace o PDF)

Investigador (selector)

Centro (selector)

Fecha de recepcion (fecha)

Fecha de aprobacion por el CEl (fecha)
Fecha de envio (fecha)
Numero de individuos solicitados (numero)

Origen de tejido: sangre, rifidn, orina, musculo, o el que proceda ({selector)

Clase de tejido: patologico, sano, tumar, no tumor (selector)

Conservacion: fijado, congelado (selector)

Numero de cortes/piezas por individuo (ndmera)

Volumen de muestra por individuo(numero)
Notas (texto)

ORGANIZACION FUNCIONAL
Integracion de muestras y colecciones

Cada biobanco debe establecer, a través de su Comité de
Etica y de su grupo de apoyo, cuales son los objetivos cientificos y

cudles son las prioridades especificas de integracion de muestras,
en términos de especies y cepas indispensables, tipos de tejidos
de especial interés, y derivados o procesamientos mas
demandados. Para ello, es importante tener en cuenta las
necesidades presentesy prever las necesidades futuras tanto para
sus usuarios internos como para la comunidad cientifica en su
conjunto. Estas prioridades deberian revisarse periédicamente y
adaptarse a los recursos del servicio para elaborar un plan de
integracion de coleccionesrealistay asumible.

El procedimiento de integracion de muestras debe quedar
documentado a través de la firma de un registro de depésito entre
el investigador originariamente responsable de los animales y el
titular del Biobanco, o quien lo represente. Este documento
recogerd las caracteristicas de la coleccién, las condiciones
técnicas de recogida y procesamiento, y los posibles escenarios de
cesidn a terceros que deban aplicarse. Cuando el investigador
pertenezca a una institucion distinta a la del biobanco, el
documento de registro podra incluir un acuerdo de transferencia
de materiales entre instituciones.

Solicitudesy cesiones

La filosofia general de cualquier biobanco debe estar basada
en el uso universal de las muestras y, por lo tanto, cualquier
investigador puede solicitar materiales biologicos y datos
asociados a cualquier biobanco. El proceso de solicitud debe estar
documentado del modo mas sencillo posible a través de un
formulario de solicitud, y cada solicitud podra ser evaluada por el
CEl del propio biobanco, o lo sera necesariamente si no estuviese
ya evaluada por otro comité. El biobanco hara un informe de
disponibilidad para el solicitante y, si ambas partes estan de
acuerdo, se procederd a la firma de un acuerdo de cesién que debe
recoger la descripcion de los materiales transferidos, el uso
previsto para los mismos y los compromisos que adquieren
ambas partes. El biobanco debera advertir del posible caracter
infeccioso de las muestras y de la calidad de las mismas en la
medida de lo posible. Asimismo, podra exigir al solicitante la no
cesion de esos materiales a otros grupos, el uso exclusivo para los
fines informados y el reconocimiento del origen de las muestras
(biobanco y depositario, si procede) en futuras comunicaciones
cientificas. Podra establecerse dentro de este acuerdo una
colaboracion cientifica entre el responsable original de las
muestras y el solicitante, siambas partes lo consideran oportuno.
El biobanco podra repercutir al solicitante todos los gastos
originados por la recogida, el procesamiento y el almacenamiento
delas muestras y datos.
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MODELO DE GESTION INFORMATICA

Los sistemas de gestion de la informacion, entendiendo como
tal al conjunto de datos organizados en poder de una entidad que
posean valor para la misma, son un activo fundamental para el
buen funcionamiento de cualquier organizacién. Desde este
punto de vista, la seguridad de |a informacién viene definida por
tres dimensiones basicas:

= Confidencialidad: la informacién sélo puede ser accesible a
individuos, organizaciones o procesos autorizados.

« Integridad: la informacion debe ser exacta y completa, no
puede ser alterada.

« Disponibilidad: la informacién debe ser accesible a las
personas o procesos autorizados cuando lo requieran.

El diseno de gestion de la informacion del biobanco debe
realizarse de acuerdo con el Sistema de Gestion de Seguridad de
laInformacién que esté implantado en el centro que lo acoge.

Las bases de datos convencionales que existen en el mercado
(Access, File Maker, u otras similares) son herramientas muy utiles
para la gestién de lainformacién que puede implicar un biobanco
de tejidos animales. Sin embargo, presentan limitaciones tales
como la escasa escalabilidad, la imposicion de acceso local, a
través de habilitacion de accesos remotos o a través del uso de
soportes auxiliares que comprometen la seguridad, la
explotacion de datos limitada y la necesidad de conocimientos de
configuracién para su mantenimiento. Todo ello supone en su
conjunto una limitacién en la gestién que puede ser irrelevante o
trascendente enfuncion del tamanoy la actividad del biobanco.

Capa de intercambio Capa de negocio } Capa de almacenamiento
|
|

-

4—}—5 ' E MysQL

L)
'
] .
] Oracle

Interfaz Servidor de negodia Servidor de base de datos
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Figura 3. Representacion esquematica de un disefio de arquitectura web
parala gestion de datos y procesos.
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Para optimizar la gestién de datos y procesos en un biobanco
sin limites de acceso ni de volumen de datos, lo mas
recomendable es el uso de una aplicacion de arquitectura web
con un esquema cliente-servidor clasico estructurado en tres
capas:a) lainterfaz grafica de presentacién al usuario, b) lacapa de
negocio que aloja los programas de ejecucion y comunicacion, y
c) la capa de almacenamiento constituida por una o varias bases
de datosrelacional tipo Oracle 0 SQL (ver Figura 3).

Este tipo de plataformas permiten aplicar en el diseno
recursos de seguridad integrados que incluyen procedimientos
de seguridad SQL para el acceso a la base de datos y protocolos
criptograficos del tipo SSL para encriptar toda la comunicacion
telematica. El usuario accede a través de cualquier navegador
utilizando usuario y contrasena, y pueden establecerse niveles de
acceso a modulos autorizados. Se registran entradas, salidas,
accesos fallidos y todas las modificaciones que realizan los
usuarios autorizados, y se conservan los valores que han sido
modificados (base de datos auditable). Ademds, con este modelo
de herramienta, el flujo de trabajo esta dirigido por la propia
aplicacion informatica, lo que implica que se puede
predeterminar el orden de las actividades y la informacion que el
sistema requiere para el registro de las muestras y la ejecucion de
los procedimientos. Por ejemplo, se puede definir como campo
requerido la hora de sacrificio del animal, el operario responsable
de la extraccion, el tipo de tubo de obtencion, la hora de
congelacion y todos aquellos datos que se consideren necesarios
para garantizar la perfecta conservacion de la muestra. De esta
forma el biobanco puede configurar el registro de un conjunto
minimo de datos que aportardn calidad a las colecciones.
Asimismo, estos sistemas de gestion pueden incluir
almacenamiento de documentos e imagenes que pueden ser de
gran utilidad para el biobanco. En sintesis, el disefo de plataforma
web garantiza la trazabilidad de las muestras y de todos sus datos
asociados, y facilitala calidad de los procedimientos del biobanco.

SISTEMA DE GESTION DE CALIDAD

Implantar un sistema de gestion de calidad es un requisito
bésico para el funcionamiento de cualquier organizacion que
necesite garantizar la calidad de sus productos y procedimientos.
En el caso de un biobanco, |a calidad es un objetivo prioritario por
lo que es recomendable disenar su estructura y planificar la
actividad sobre un sistema de gestion por procesos, que permita
controlar la calidad y favorecer la mejora continua del servicio. El
enfoque basado en procesos supone gestionar todas las
actividades que se desarrollan en el biobanco y todos los recursos




Articulos

necesarios para llevarlas a cabo como procesos que interaccionan
entre si, de tal forma que se puede entender la organizacién como
un conjunto. La ventaja principal de este enfoque es que permite
hacer que prospere cada uno de los procesos de manera
independiente, lo que se traduce en una mejora de todo el
conjunto de la organizacién, consiguiendo asi mejorar el
producto o servicio al que esta dedicada la organizacién. En el
caso de los biobancos, el modelo basico de mapa de procesos
deberia incluir la obtencién, procesamiento, almacenamiento y
cesion de muestras como procesos operativos, y los procesos de
apoyo y estratégicos que cada organizacion utilice o considere
oportunos. En la Figura 4 se muestra un modelo simple de mapa
de procesos de un Biobanco.
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Figura 4.- Esquema genérico de un mapa de procesos representativo de
unbanco de tejidos animales.

Un sistema de gestidén de calidad se fundamenta en un
esquema de trabajo ciclico que contempla la autoevaluacién
periodica para trabajar sobre un disefio de mejora continua. El
punto de partida es identificar los requisitos que son de aplicacidn
y buscar las estrategias para conseguir la satisfaccion de todos
ellos. Los requisitos comprenden aquellos establecidos por los
usuarios del biobanco (tanto de los colaboradores que ceden las
muestras como de los investigadores que las saolicitan), los
requisitos legales o reglamentarios, y cualquier otro requisito que
el propio biobanco establezca para mejorar el desempefio de su
actividad. A partir de ellos se disenan las actividades para la
implantacion de este sistema ciclico, que comprende los
siguientes pasos:

« Planificar: definir las estrategias, establecer los objetivos e

indicadores, disefiary definir los procesos y procedimientos.

» Hacer: puesta en practica de los procedimientos y registro de
laactividad.

« Verificar: comprende el seguimiento y evaluacion de la
actividad mediante el analisis de indicadores, la auditoria
internay larevision por ladireccion.

» Actuar: engloba las decisiones que emergen del analisis por la
direccion y las acciones correctivas y preventivas, aunque
estas uUltimas no son especificas de esta etapa. Conlleva una
nueva planificacién, cerrando asi el ciclo de mejora continua.

Para que el sistema de gestion de calidad funcione de manera
eficaz es imprescindible la implicacion total de la direccion y la de
todo el personal del biobanco. La direccién, ademés de implicar a
todo el personal y comunicar la importancia de satisfacer los
requisitos establecidos, tiene que facilitar los recursos necesarios
(materiales y humanos), liderar la planificacion estableciendo una
politica de calidad y unos objetivos medibles y coherentes, y
revisar periédicamente el sistema promoviendo las acciones que
sean oportunas para la mejora continua del servicio. La
implicacion de todo el personal conduce a una mayor motivacion
respecto a las metas que establece la direccion y, por tanto, a un
mayor aprovechamiento de las habilidades personales y una
mayor responsabilidad en el desempeio de las actividades. Es
imprescindible que todo el personal conozca y participe
activamente en el sistema de gestion de calidad poniendo
especial interés en mantener los registros completos y
actualizados cuando estén desarrollando sus actividades, ya que
éstos son la base para el analisis, revision y mejora continua del
sistera de gestion de calidad.

CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta todos los aspectos positivos recogidos en
el presente documento, invitamos a todos los Centros e
Instituciones que tengan posibilidades en cuanto a
infraestructuras y flujo de material para la investigacion a iniciar
las tareas para crear su propio biobanco y asociarse con otros en
un modelo colaborativo tipo red, con el objetivo de colaborar
tanto a nivel interno (diferentes grupos de trabajo) como a nivel
externo (entre diferentes centros).

La importancia que puede suponer el desarrollo de estas
Unidades para los propios Centros o Instituciones queda avalada,
seguin reflejamos en diversos apartados de este documento, en
términos de mejora organizativa para optimizar el
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aprovechamiento de materiales y procedimientos. De igual
importancia es la creacion de la infraestructura adecuada en
cuanto a registro y comunicacion de muestras y datos, para
facilitar el intercambio de materiales e impulsar una mayor
cooperacion eninvestigacion conanimales.

Recordamos que el almacenamiento de muestras biologicas
es una practica de alto valor estratégico para la investigacion; la
gestion de muestras de animales supone conseguir uno de los
objetivos contenidos en el principio de las 3 Rs y ademas, hoy en
diaesundeberlegal (RD53/2013).

BIBLIOGRAFIA

- RD 176/2011 de 18 de noviembre por el que se establecen los
requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento de los
biobancos. BOE 290, 2 diciembre de 2011.

- www.redbiobancos.esInstituto de Salud Carlos 1.

- Respuestas a las preguntas mas comunes sobre el Real Decreto
1716/2011 sobre biobancos. http://www.isciii.es/
ISClll/es/contenidos/fd-el-instituto/fd-organizacion/fd-estructura-
directiva/fd-subdireccion-general-investigacion-terapia-celular-
medicina-regenerativa/fd-centros-unidades/Preguntas-y-
respuestas-RD-1716-2011.pdf
Transporte de muestras para biobancos. Red de Biobancos. ISCIII.
http://www.redbiobancos.es/pages/docs/Documento_Transporte
de_muestras.pdf

- Documentos técnicos de procesos. Red de Biobancos. ISCIII
- www.biobancovasco.org
- www.biobancochuvi.info

- Decreto 81/1997 de 13 de marzo por el que se regulan los Bancos de
Tejidos en la Comunidad Autonémica de Andalucia. BOJA 44, 15 de
abrilde 1997.

- UNE-EN [SO 9000:2005: Sistemas de gestion de la calidad.
Fundamento y vocabulario.

- UNE-EN IS0 9001:2008: Sistemas de gestion de |a calidad. Requisitos.

- Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se
establecen los requisitos bésicos de autorizacion y funcionamiento
de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del
tratamiento de las muestras biologicas de origen humano, y se regula
el funcionamiento y organizacion del Registro Nacional de
Biobancos para investigacion biomédica. BOE nim 290, pp 128434-
128454, de 2dediciembre de 2011.

- Guia para la implantacion del sistema de gestion de calidad del
biobanco. Red Nacional de Biobancos, Mayo 2012.

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2016. Numero 70

http://redbiobancos.es/Pages%5CDocs%5CDocumento_Sistema_d
e_Calidad_para_Biobancos.pdf

Guia prdctica parala utilizacién de muestras biologicas en investigacion
biomédica. Instituto Roche.
www.institutoroche.es/web/pdf/guia/pdf_completo.pdf

Organisation for Economic Co-operation and Development. OECD
Best Practice Guidelines for Biological Resource Centres. 2007.
http://www.oecd.org/sti/biotech/38777417.pdf

Vaught J,, Campbell L.D., Betsou F, et al. The ISBER Best Practices:
Insight from the Editors of the Third Edition. Biopreservation and
Biobanking 2012,10(2):76.

Campbell L.D., Betsou F,, Garcia D.L,, et al. Development of the ISBER
Best Practices for Repositories: Collection, Storage, Retrieval and
Distribution of Biological Materials for Research. Biopreservation and
Biobanking 2012,10(2):232.

Betsou F, Luzergues A, Carter A, et al. Towards norms for accreditation
of biobanks for human health and medical research: compilation of
existing guidelines into an ISO certification/accreditation norm-
compatible format. The Journal of Quality Assurance 2008,11(2):221-
94,


www.redbiobancos.es
http://www.redbiobancos.es/pages/docs/Documento_Transporte_de_muestras.pdf
www.biobancovasco.org
www.biobancochuvi.info
http://redbiobancos.es/Pages%5CDocs%5CDocumento_Sistema_de_Calidad_para_Biobancos.pdf
www.institutoroche.es/web/pdf/guia/pdf_completo.pdf
http://www.oecd.org/sti/biotech/38777417.pdf

Técnicas

__ Técnica Microquirurgica:
Implantacion de un catéter en vena femoral en roedores
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INTRODUCCION

La colocacién de un catéter central permanente en el animal
es util en estudios en los que hay que administrar sustancias
intravenosas de forma continua o frecuente, también para medir
la presion arterial o para obtener muestras de sangre seriadas en
estudios longitudinales.

Se puede cateterizar la vena, la arteria o ambas, segun la
necesidad del estudio, tanto en rata como en ratén y sin que la
extremidad pierda funcionalidad, debido a que ésta sigue
recibiendo aporte sanguineo gracias a la circulacién colateral
vicariante.

La mayor dificultad en la colocacion del catéter vendra
determinada por el calibre y elasticidad del vaso (siendo mas
complicado cateterizar la arteria que la vena, y en el ratébn mas que
enlarata).

MATERIALES (verFigura 1)

« Instrumental quirdrgico: porta agujas Castroviejo recto,
pinzas (mosquito tipo Hartman recta, rectas serradas, rectas
con dientes, de microcirugia rectas), bisturi y tijeras de cirugia
rectas.

+ Medicamentos: isofluorano (3% inducciéon y 1.5%
mantenimiento en 100% O,), ketamina (50-100 mg/kg),
xilacina (1-5 mg/kg), heparina (1000 Ul/ml) y lubricante
oftalmolégico.

» Otros: tubo de poliestireno (rata: D.I. 0.58 mm y D.E. 0.965
mm), hilo de nylon (D.E. 0.96 mm), sutura de 3-0 no
reabsorbibles, ligadura de 3-0, gasas, bastoncillos,
esparadrapo, crema depilatoria, jeringa con aguja, solucion
limpiadora, lubricante oftalmolégico, mesa quirlrgica, lupa,
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Figura 1.- Instrumental necesario para la implantacion de un catéter en
venafemoral en roedores.

luz blanca fria, luzinfrarroja o manta térmica, termémetro, vaso de
precipitados, pipetade 10 mly lupa 40X.

PROCEDIMIENTO
Preparacion del catéter

1. Preparar 20 cm aprox. de tubo de polietileno (ver Figura 2). En
un extremo se realiza un pequeno bisel para facilitar la
entradaen lavenaoarteria.

2. Purgar el catéter con heparina y suero (1:10) asegurandonos
dequenoquedeaireensuinterior.

3. Cerrarelotroextremoconuntaponde hilode nylon.
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Figura 2.- Preparacion del catéter.

Preparacion del animal

1. Anestesiaral animal.

2. Premedicarcon analgésicoy antibiético segun la prescripcién
del veterinario.

3. Controlar la temperatura del animal mediante un sistema de
regulacion homeotérmico acoplado a una fuente de calor
proveniente de una manta térmica o lampara infrarroja,
aplicar lubricante oftdlmico para evitar que se reseque la
cornea durante el procedimiento.

Técnica

1. Colocar al animal en decubito supino sobre la tabla

quirdrgica, inmovilizado por las extremidades.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Preparacion del animal y zona de abordaje.
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Depilar la zona de incision (ingle y en caso de colocacién
permanente del catéter, la parte posterior del cuello del
animal), limpiary desinfectar (ver Figura 3A).

Lazona de abordaje sera en el pliegue inguinal del animal y en
direccién oblicua, aproximadamente de 3 cm (ver Figura 3B).

Realizar una incision en el tejido (ver Figura 4A) y disecar con
tijeras y bastoncillos de algodon (ver Figura 4B). Buscar lazona
de la femoral mas interna, cercana al musculo abdominal, y
aumentar el campo de vision mediante un punto de traccién
almusculoyretraerlaligadura (ver Figuras 4Cy 4D).

r

. ‘l‘. . \

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Abordaje de lafemoral.

5.

Disecar la vena, la arteria y el nervio femoral (ver figura 5A).

Pasar dos ligaduras por debajo de la vena (una distal y otra
proximal) aambos lados de la bifurcacién del vaso (ver Figura 5B).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Aislamiento de lavenafemoral.

7
6. Cortarelflujosanguineo, en lazona mas distal, anudando con &
la ligadura. Cerrar temporalmente el flujo en el extremo
proximal, sin anudar la ligadura, sujetandola con un Figura7.- Abertura de lavena femoral.
mosquito. Se puede usar un pedazo de globo bajo el vaso a
cateterizar para dar contraste al campo y facilitar la vision (ver ' oy,
Figura6).

Imagen suministrada por la autoria

Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Corte del flujo sanguineo.

7. Realizar un pequeno corte en el vaso, sin llegar a seccionarlo.
La abertura no debe quedar muy cerca de la sutura proximal

para que quede espacio suficiente para empujar el catéter

Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.- Introduccion y fijacion del catéter.

(verFigura?). 9. Comprobar que la sangre fluye a través del catéter y lavar con

suero y heparina (0.1 ml de heparina en 1 ml de suero
fisiologico) para evitar que se obstruya (ver Figura 9A). Anudar
los cuatro cabos de ligaduraen cruz” para fijar el catéter -los 2
distales y los 2 proximales- (ver Figura 9B) y cortar el resto de
ligadura (ver Figura 9C).

8. Sujetar el vaso e introducir el bisel del catéter (ver Figura 8A),
aflojar la ligadura proximal e introducir poco a poco el catéter
(1 cm aprox.), con cuidado de no perforar el vaso. Anudar la
ligadura proximal alrededor del catéter (ver Figura 8B).
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Imagen suministrada por la autoria
Figura 9.- Comprobaciony fijacion del catéter.

10. Tunelizar el catéter a través del espacio subcutaneo a lo largo
de la region dorsal del animal (ver Figura 10A), ya que si
quedase expuesto en la zona ventral del animal, podria
morderlo y arrancarlo. Para externalizarlo, realizar una
pequenaincision en la parte superior a nivel cervical y pasar el
catéter por el dorso hasta sacarlo por la incision (ver Figuras
10By 100).

Imagen suministrada por la autoria
Figura 10.-Tunelizacion del catéter.

11. Colocar el catéter, haciendo un bucle para evitar que se acode
y suturar la incisién inguinal (ver Figuras 11A y 11B), con
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cuidado de no perforar el catéter. Limpiar y desinfectar la zona
conantiséptico (ver Figura 11C).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 11.- Colocacion del catéter y limpieza y desinfeccion de lazona.

12. Comprobar la permeabilidad del catéter, lavar con suero y
heparina. Ajustar la longitud del catéter, cortando lo que
sobre. Colocar un tapén de hilo de nylon que ajuste bien.
Suturar laincision dorsal y desinfectar la zona con antiséptico.

Cuidados post-operatorios

Colocar al animal en su cubeta para su recuperacion tras la
anestesia y aplicar calor (con lampara infrarroja), a una distancia
que no pueda dafar al animal. Cuando despierte, retirar la
ldmpara e incorporar la comida y el agua a la cubeta. Como
medida analgésica, inyectar un AINEs (antiinflamatorio no
esteroide) al animal durante los tres dias posteriores a la
cirugia. Diariamente lavar el catéter con suero + heparina +
antibiotico (segun la recomendacion del veterinario) para evitar
que se obstruya (vida util del catéter 1-2 meses).

CONCLUSIONES

Gracias al dominio de esta técnica se ha conseguido
administrar sustancias a los animales diariamente (por via
intravenosa) durante periodos superiores a 30 dias y sin que
perdieran la funcionalidad de la extremidad, en estudios en los
que lasupervivencia del animal debia alcanzar los 6 meses.

Ademds, el realizar esta técnica en la arteria femoral nos
permite monitorizar la presion arterial.
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Aspectos a tener en cuenta en la implantacion

de un Servicio de Cirugia Experimental

Luis Ddvila Gomez ’, Maria Reyes Panadero . y Francisco Miguel Sdnchez-Margallo 3
'Veterinario Jefe del Servicio de Animalario del Centro de Cirugia de Minima Invasién Jests Usén
2\leterinaria Jefe del Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de Extremadura

? Director Cientifico del Centro de Cirugia de Minima Invasicén Jests Uson

INTRODUCCION

Cada vez mas se demanda por los usuarios de nuestros
centros el empleo de técnicas quirdrgicas en animales de
experimentacion dentro del desarrollo de un proyecto de
investigacion o como parte de un programa formativo quirdrgico
que se desarrolle en modelos animales. La situacion ideal es que
se definieran a la perfeccion los usos de los diferentes espacios
dentro de nuestras instalaciones para llevar a cabo un disefo
adecuado y racional del proyecto constructivo con anterioridad.
La mayor parte de las veces, estas necesidades puede gue no se
plantearan antes de la construccion del centro o hayan surgido
con posterioridad para adaptarse a una nueva demanda de los
investigadores. Como quiera que fuese, deberemos hacer un
disefio lo mas adecuado a nuestras necesidades proximas y
futuras.

GENERALIDADES

Una de nuestras premisas fundamentales en el disefio de un
Servicio de Cirugia Experimental, es que no deben existir
diferencias significativas entre nuestro futuro quiréfano
experimental y un quiréfano convencional de humana, en cuanto
a las exigencias en las condiciones de asepsia y esterilidad para
poder cumplir con el Refinamiento en el empleo de animales de
experimentacion. Otro aspecto fundamental a tener en cuenta es
la/s especie/es animal/es con las que trabajaremos. Nuestras
instalaciones y equipamiento deben permitir que el desarrollo del
trabajo en el quiréfano experimental sea seguro y cémodo para
nuestros usuariosy, por tanto, se deben adaptar a las especies con
las que trabajemos y a sus caracteristicas especiales, y no al
contrario.

Por otra parte, y ya que las necesidades experimentales son

cambiantes, nuestro Servicio de Cirugia Experimental debe
permitir un uso polivalente en cuanto a los espacios y los equipos
para ofrecer un mejor servicio a nuestros investigadores.

Todos los usuarios y posibles usuarios deben ser consultados
para hacer una planificacion correcta de las instalaciones que
seran utilizadas en el futuro Servicio de Cirugia Experimental (ver
Figura1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Vista panoramica de un quiréfano experimental integrado y
equipado.

CONSIDERACIONES CONSTRUCTIVAS Y TECNICAS
Ubicacion

Lazona quirtrgica debe encontrarse alejada de zonas de paso
de material, personal y animales, ademas de posibles zonas de
contaminacién como pueden ser almacenes de reactivos, salas de
necropsias y perfusion, y otras fuentes de contaminacion.

Superficies

Hay que prestar especial atencion a los materiales empleados
para recubrir todas las superficies: paredes, suelos y techos.
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Deben ser lo mas lisos posibles, impermeables, sin rugosidades,
continuos, sin uniones o silas presentan que no tengan recovecos.
Ademas, deben ser facilmente limpiables y desinfectables por lo
que los materiales deben ser resistentes a los detergentes y
desinfectantes a emplear. En las uniones entre paredes y techo y
suelo y en los rincones, se procuraran uniones redondeadas que
impidan el acimulo de suciedad y favorezcan las labores de
limpieza (ver Figura 2). Los suelos deben ser de material duradero
que soporte las frecuentes limpiezas y desinfecciones, pasos de
material y personal y ademas que cumpla con la normativa en
cuanto a la conductividad. Los techos deben seguir las mismas
reglas que las demas superficies y no se deberia tener acceso al
espacio que hay por encima de ellos para evitar contaminaciones.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Detalle de un perfil sanitario en union entre las paredes y el
suelo.

Ventilacién

Uno de los principales puntos criticos es la ventilacion. El
diseno de un sistema de ventilacion adecuado es fundamental
para la zona quirdrgica ya que debemos proporcionar un
ambiente controlado y agradable para animales y personal,
aportar un aire de buena calidad desde el punto de vista
microbioldgico, asegurar unos flujos de aire correctos que
minimicen los riesgos y eliminar los posibles gases nocivos que en
la actividad quirtrgica se generan. Habré que prestar especial
atencion a la temperatura, humedad relativa, nimero de
particulas, renovaciones, velocidad del aire, aporte de aire exterior
y recirculacién, presién y ruido.

Podemos disefiar nuestro sistema de ventilacion siguiendo
las normas y recomendaciones existentes en cuanto al disefio,
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instalacion, funcionamiento, mantenimiento y validacién de los
sistemas de ventilacion en hospitales (UNE 100713:2005; UNE-EN
ISO 14644:2005). En estas normas se clasifican los espacios
sanitarios en funcion del nivel de exigencia higiénica en cuanto al
uso que se hara de ellos y, ademas, en cuanto al nivel de riesgo
para el paciente.

En la primera clasificacion, los espacios se dividen en locales
de Clase |, con exigencias higiénicas muy elevadas (como pueden
ser los quiréfanos y zonas de almacén de material estéril, por
ejemplo), y locales de Clase I, con exigencias habituales (zona de
preparacion de animales). En los locales de Clase | se exigen tres
niveles de filtracion y dos en los de Clase ll. Los niveles de filtracion
se dispondrian en un primer nivel a la entrada de aire exterior, en
un segundo nivel después de la unidad de tratamiento de aire y al
comienzo de las conducciones y un tercer nivel lo mas cerca
posible de las salas del mismo tipo a ventilar, como podriaseren la
unidad deimpulsion.

En una segunda clasificacién y en funcion del nivel de riesgo,
los quirofanos se dividen en tres categorias: de Tipo A (quiréfanos
de cirugia especial o de alta tecnologia), de Tipo B (quiréfanos
convencionales)y C (quiréfanos de cirugiaambulatoria).

Cuanto mayor sea el nivel de exigencia de la zona quirtirgica
mayor sera el nivel de inversion necesaria para su puesta en
marcha, verificacion y mantenimiento posterior.

La temperatura y la humedad relativa deberian estar entre los
22-26°C y el 50-70% HR, para asegurar una zona térmica y de
humedad relativa de confort para los animales y usuarios. Al
disminuir el nimero de particulas circulantes disminuimos la
probabilidad de que virus, hongos y bacterias causen infecciones
en nuestros animales. Las estrategias para eliminar estas
particulas son mediante movimientos de aire por desplazamiento
(flujo laminar) y por dilucion (flujo de aire turbulento). El flujo
laminar es el tratamiento de eleccidn en quiréfanos con alto grado
de exigencia aséptica e implica velocidades de aire mayores. Si
optamos por un flujo de aire turbulento, el factor clave es el lugar
en el que se colocan las rejillas de extraccion para asegurar una
renovacion eficiente y la eliminacion de gases toxicos, como
pueden ser los anestésicos y el CO,. En cuanto a las presiones,
debemos mantener un diferencial de presiones entre las zonas de
mayor exigencia higiénica y las de menor para evitar
contaminaciones. Las puertas deberan ser estancas para
conseguir estas sobrepresiones. La tasa de recirculacion es otro de
los aspectos a tener en cuenta a la hora de disefar el sistema de
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ventilacién, ya que debemos recircular aire solo de las mismas
zonas a tratar y no hacer recirculaciones excesivas para poder
eliminar gases toxicos que se produzcan durante los
procedimientos quirdirgicos.

lluminacion

Debemos colocar luminarias que aseguren una perfecta
iluminacion cumpliendo con la normativa en cuantoa seguridad y
eficiencia energética. Esta iluminacion debe estar perfectamente
distribuida por todo el quiréfano y debe ser regulable en
intensidad y por zonas. Es fundamental que la iluminacién esté
asegurada aunque se produzcan cortes en el suministro eléctrico.

Instalacion de gases medicinales, sistema de vacio y
extraccion de gases anestésicos

La instalacion de un sistema centralizado y canalizado de
gases, asi como un sistema de vacio, es la solucion mas idénea
para nuestra zona quirtrgica experimental. Esta instalacion debe
adaptarse a nuestras necesidades, por lo que debemos anadir los
gases que sean utilizados en nuestros procedimientos, como por
ejemplo, toma de gas CO, en caso de que hagamos cirugia
laparoscopica. Deberén estar disponibles las conexiones de gases
en el quiréfano, salas de preparacién y zona de recuperacion. Una
lista posible seria: O,, aire medicinal, vacio, aire comprimido,
extraccion de gasesanestésicos y CO, (ver Figuras 3y 4).Encasode
que ocurra un fallo en el sistema centralizado de gases, podemos
disponer de algunos tanques adicionales y/o generadores de
oxigeno, por ejemplo. Cuando empleamos gases medicinales
debemos contar con sistemas de deteccion y alarma para detectar
niveles anormales de estos gases en el ambiente de la zona
quirtirgica experimental y que puedan suponer un riesgo para los
usuarios.

Instalacion eléctrica

El suministro eléctrico debe estar en todo momento
asegurado al tratarse de una zona especialmente sensible. Para
ello debemos contar con un Sistema de Alimentacién
Ininterrumpida (SAl) mediante acumuladores y/o generadores
eléctricos. Deben instalarse tomas de enchufe a SAIl para los
equipos esenciales, aunque muchos de ellos ya disponen de sus
propias baterias para no interrumpir su funcionamiento. Por
supuesto, toda la instalacion eléctrica debe cumplir el
Reglamento Electrotécnico de Baja Tensién (REBT) para la
proteccion de los equipos, personal y animales de la zona. Es
fundamental el seguir un programa de mantenimiento
exhaustivo.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Brazo telescopico movil con conexiones de gases medicinales,
vacio y extraccién de gases anestésicos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Detalle de las conexiones del brazo telescopico movil.
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Comunicaciones

Debemos instalar intercomunicadores, teléfonos y cualquier
otro medio que permita la comunicacion entre zonas del interior y
el exterior. Ademas, podemos instalar sistemas de red para
exportar e importar datos desde o hasta la zona quirdrgica
experimental.

PROPUESTA DE DISENO Y FLUJOS DE PERSONAL, ANIMALES Y
MATERIALES

La situacion ideal es plantear los flujos ideales de animales,
personal y material antes de llevar a cabo el disefio de nuestra
zona de cirugia experimental. Este diseno debe tener muy en
cuenta el tipo de animales con los que trabajamos y las exigencias
de nuestros usuarios. Por otra parte, nuestro disefio debe cumplir
con el criterio de flexibilidad que permita adaptarnos a las nuevas
exigencias que nos planteen los usuarios en cuanto a especies
animales con las que trabajar y técnicas experimentales a llevar a
cabo (verFigura5).

N
ESTERILIZACION

Imagen suministrada por la autoria

Figura5.- Propuesta de disefio de una zona quirtrgica experimental.

En un posible disefio ideal, debemos separar los flujos de
personal, animales y materiales entre si, siempre que sea posible
(verFigura6).

El personal usuario debera pasar por un vestuario o barrera
para que se vista con ropa limpia y exclusiva de |la zona quirdrgica
experimental. Tras este paso, debera pasar por la zona de lavado
quirargico (ver Figura 7) para luego acceder al quiréfano
experimental. Una vez realiza la cirugia, podria volver al vestuario
para cambiarse de ropay salirde lazona.
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Figura 6.- Flujos de material, personal y animales en la zona quirdrgica
experimental.

Imagen suministrada por la autoria
Figura 7.- Zona de lavado quirtrgico.

Los animales pueden ir desde la zona de estabulacién a una
sala de preparacion en la que podréan ser rasurados, lavados y
preparados para la técnica quirdrgica. En el caso de pequerios
animales, en esa misma sala se pueden llevar a cabo
procedimientos invasivos sin necesidad de entrar en el quiréfano.
Los animales de mayor tamafio se trasladaran a quiréfano para ser
intervenidos y seran devueltos a una sala de cuidados intensivos
y/o de recuperacion tras la intervencion, por si fueran necesarios
cuidados especiales antes de ser devueltos a la zona de
estabulacién. El acceso de la sala de preparacién al quiréfano
deberia hacerse através de puertas automaticas.

El material estéril y limpio sera almacenado en un lugar
adecuado para que una vez utilizado en quiréfano, sea devueltoa
este almacén previo paso por una zona de lavado y esterilizacion
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de material quirargico. Los equipos de electromedicina deberan
almacenarse en algin almacén limpio y cercano al quiréfano
experimental.

EQUIPAMIENTO

El equipamiento de las diferentes areas de la zona
experimental debe estar adaptado a los procedimientos y
especies animales con las que se trabaje. Ademas, debe
encontrarse lo mas integrado posible en cada sala, permitiendo
un flujo de personal, material y animales seguro y cémodo,
facilitando las operaciones arealizar.

Enla sala de preparacion de animales para la cirugia debemos

disponer de tomas de agua fria y caliente, desaglie, conexiones de
gases medicinales, vacio y extraccion de gases anestésicos, asi
como conexiones eléctricas suficientes para llevar a cabo
cualguier procedimiento. Esta sala dispondra de una mesa para
preparar los animales, asi como para poder realizar
procedimientos en ella. Puede contar con lampara quirdrgica
portatil ofija (ver Figura 8) y estanterias para material.

5 " O Imagen suministrada por la autoria
Figura 8.- Ldmpara quirargica. ]

En el quiréfano experimental, contaremos con conexiones
para gases medicinales, vacio, extraccion de gases anestésicos,
tomas de agua caliente y fria, conexiones eléctricas conectadas a
SAly contomas de tierra incorporada, conexiones telefonicas y de
datos informaticos. Es conveniente disponer de conexiones para
poder enviar senal de video o audio fuera del quiréfano
experimental. Muchas de las conexiones eléctricas y de gases
medicinales pueden estar integradas en brazos articulados para

aumentar la versatilidad de la instalacién. En un quiréfano se
puede disponer de tantos brazos articulados como puestos
quirdrgicos se deseen plantear. Es fundamental el disponer de
lamparas quirtrgicas ancladas al techo que aporten una luz
regulable en el campo quirargico. Cada vez es mas frecuente la
instalacion de sistemas que integran en un mismo control
diferentes partes del quiréfano: iluminacién, posicién de la mesa
quirtrgica, insufladores. .. Estos sistemas pueden ser controlados
por voz, por ejemplo, y permiten reconocer usuarios diferentes
para ofrecerles configuraciones del quiréfano adaptadas a sus
necesidades. Dispondremos de equipo de anestesia portatil y,
ademas, podemos contar con equipos de magnificacion visual

(microscopio quirtrgico) para llevar a cabo intervenciones
microquirdrgicas, equipos de laparoscopia, endoscopia,
fluoroscopia y otros equipos segun nuestras necesidades (ver
Figura9).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 9.- Mesa quirdrgica, equipo de anestesia portétil y equipamiento
para cirugia laparoscépica.
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Enlasaladerecuperacién de animales tras la cirugia podemos
contar con microambientes controlados para el restablecimiento
de los animales. Contaremos con conexiones de gases

medicinales, vacio y extraccion de gases anestésicos para

alimentar a un equipo de anestesia inhalatoria portatil (ver Figura ESTAMOS

10). EN EL CENTRO DE LA

CIENTIFICA o 72
-

EN HABLA HISPANA

Imagen suministrada por la autoria

Figura 10.- Sala de recuperacion tras el procedimiento quirdrgico para
grandesanimales.
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Somos Alba Sanz y Rebeca Barrero, dos cuidadoras y
companeras de Paloma Garcia del Centro Nacional de
Investigacion Oncoldgicas. Nos introducimos en este mundo tan
interesante gracias a nuestros estudios de técnico de anatomia
patologicay de veterinaria, respectivamente.
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Como ya os contd Paloma, el animalario de este centro de
"- } investigacion se divide en varias zonas: Barrera |, Barrera |l,
Biomaodulos, Ranario y Lavado, y uno de los primeros articulos fue
comotrabajanen Barreral.

Foto: shutterstock
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Nuestro dia a dia transcurre en Barrera ll, otra parte del gran
animalario de este centro y bastante distinta. Esta compuesta por
una sala diadfana con 16 racks ventilados, un laboratorio, la zona de
duchas de entrada y salida, y la sala de autoclaves. Al igual que
Barrera | es una zona SPF (Specific Pathogen Free), pero todo lo
demas es completamente diferente.

Los animales que cuidamos aqui son solamente ratones y, a
diferencia de los de Barrera |, estan estabulados en racks
ventilados. Estos racks estan compuestos por un motor que se
encarga de coger el aire de la sala, filtrarlo por filtros HEPA y otros
prefiltros para después repartirlo por las distintas cubetas de cada
rack (exactamente 112 cubetas), y después el aire “sucio” hace
todo el proceso en sentido contrario.

Aproximadamente, cuidamos de 6000 ratones, que llegan
aqui de Barrera | o del exterior (inmunodeprimidos) para ser
tratados con diferentes procedimientos (como por ejemplo,
infectados con Adenovirus, Bleomicina, Xenograft,etc.) Tenemos
que estar atentas a que estos ratones enfermen y lleguen a un
determinado estado, para asi poder avisar a los técnicos
responsables y que ellos determinen su futuro.

Imagen suministrada por la autoria

Lo siguiente que vamos a contaros es lo que hacemos desde
que entramos a las ocho de la manana hasta que a las cincode la
tarde termina nuestra jornada laboral.

Cuando llegamos a primera hora, entramos al vestuario y
sacamos la ropa sucia de los dias anteriores para mandarla a lavar
y controlamos que el vestuario esté en orden y que no falte
material para que la gente vaya vestida correctamente (traje
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estéril, calzas, mascarilla, gorro y guantes) para acceder a esta
zonaatravés de las duchas deaire.

Una vez dentro, nos calzamos y lo primero que hacemos es
sacar el autoclave y el VHP (ciclo de perdxido) que contienen
absolutamente todo el material necesario para trabajar dentro de
Barrerall.

Imagen suministrada por la autoria

Después, vamos al laboratorio para ponernos al dia con el
correo, recoger, reponer y limpiar. Acto seguido, nos disponemos
a cambiar cubetas. A diferencia de Barrera |, donde los animales se
cambian todas las semanas, aqui los cambiamos cada 15 dias
debido al gran volumen de cubetas y uUnicamente nos
encargamos de esto nosotras dos (por ejemplo, en Barreral son 12
cuidadores). El cambio consiste en pasar los ratones de la cubeta
en la que se encuentran a una limpia, pasandolos uno por uno y
desinfectandonos las manos entre cada cubeta. En el cambio de
cubetas tenemos que prestar atencion a que corresponda el
numero de animales y el sexo de los mismos con la tarjeta
identificadora, que nos muestra a parte de estos datos, el ID de los
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ratones (linea y numero de identificacion), descripcion de linea,
proyecto al que pertenecen, procedimiento al que estan
sometidos, dietas especiales tanto en bebida como en comida...
también estamos pendientes de que tengan comida para 15 dias
y enriquecimiento para asemejarlo lo mas posible a su habitat
natural. Aparte de todo lo anterior, tenemos que tener especial
cuidado con el estado de los ratones dependiendo del
procedimiento y/o tratamiento en el que se encuentren, ya que
somos el primer filtro que valora el estado del raton y sus
patologias. Si encontramos alguna de éstas, lo identificaremos
con una tarjeta especial en el tarjetero y después nos
encargaremos de registrar las mismas en la base de datos para que
quede constancia.

Una vez terminado el cambio de cubetas, limpiaremos la
campana para que no quede ningun resto de suciedad de los
ratones que se han manipulado en el dia, y llevaremos el material
sucioalazonadeautoclaves.

Nuestra siguiente tarea diaria serd cambiar los biberones de
los racks correspondientes al dia del cambio. Los biberones sucios
los llevaremos también a la zona de autoclaves junto con las
cubetas sucias. Y ya por ultimo, revisaremos todas las cubetas de
los racks que componen Barrera Il. Junto con la revision
apuntaremos los valores de impulsién, extraccion, temperatura y
humedad que hay en cada motoryenlasala.

Todo el material sucio se sacara por lazona de autoclaves, para
que los compaiieros de lavado se encarguen de procesarloy al dia
siguiente podamos disponer de este material otra vez limpio.

iPorfin hallegado nuestra horade comerallas tres de la tarde!

Después de este descanso, volveremos al vestuario para
revisar de nuevo el material que se ha gastado durante el dia y
volver a reponerlo. Y ya por Ultimo, vamos al almacén donde
tenemos que hacer el enriquecimiento y preparar el material que
los chicos de lavado se encargan de poneren el autoclave o VHP.

iY ya por fin nos han dado las cinco de la tarde y nos
marchamos a casa, cansadas pero contentas de colaborar por un
futuro mejor para la investigacion!

Por dltimo, aunque de cara al publico nuestro puesto no sea el
mas mencionado, nos sentimos un pilar fundamental de este mini
mundo, poco apreciado por la sociedad pero muy importante
para nuestro futuro.
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ué sabemos

de Helicobacter spp.?

Begornia Penalba, MSc
Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB)

Definir el estado sanitario de un animalario es una decision
complicada y es funcion del veterinario establecer los criterios
que se ajusten al bien comGn de los distintos grupos de
investigacion que trabajan en el mismo centro.

Asi como los organismos patogenos son directamente
inaceptables, existen organismos oportunistas, cuya
patogenicidad se manifiesta en ciertas ocasiones, que
dependiendo de las necesidades de produccion de las lineas
transgénicas y del tipo de estudios pueden ser aceptados y
controlados en el perfil sanitario de un animalario. Uno de estos
microorganismos es Helicobacter spp., a quién vamos a dedicarle
esta seccion.

En un inicio, las recomendaciones de la Federacion Europea
de Asociaciones de Animales de laboratorio (FELASA) no incluian
Helicobacter spp. en la lista de organismos importantes a tener en
cuenta en los controles sanitarios periodicos. Las ultimas
revisiones de estas recomendaciones incluyen actualizaciones de
nuevos conocimientos cientificos sobre algunos agentes
infecciosos, como por ejemplo Helicobacter spp., y las técnicas de
diagnostico. Esta reciente incorporacion y el intercambio
constante de animales entre centros de investigacion
colaboradores explicarian la prevalencia de Helicobacter spp.en el
raton de laboratorio. Un estudio realizado sobre 34 proveedores
(comerciales e instituciones académicas) en Canada, Europa, Asia,
Australia y Estados Unidos demuestra que el 88% de estos centros
tienen colonias de ratones infectadas con una o mas especies de
Helicobacter [1]. Otra publicacion sefala que por lo menos 1 de
cada 5 especies de esta bacteria se detecta en un 88% de las 40
cepas de raton testadas [2]. A pesar de esta elevada prevalencia,
no hay que alarmarse y hay que entender lo que significa un signo
+ en la casilla de Helicobacter spp. en el informe del chequeo
sanitario que envia el laboratorio de patologia.

Las especies del género Helicobacter se caracterizan por ser
Gram negativas, moviles y con una forma caracteristica de hélice,
curvadas o cocoides (verFigura 1).

Imagen suministrada por la autoria
Figura 1.-Imagen mediante microscopia electranica de Helicobacter spp.

Actualmente existen mas de 10 especies de Helicobacter
descritasenratay raton:

« Rata: H. bilis, H. muridarium, H. rodentium, H. trogontum y H.
typhlonius.

» Raton: H. bilis, H. ganmani, H. hepaticus, H. muridarum, H.
mastomyrinus, H. rappini, H. rodentium, H. typhlonius, H.
trogontum, H. apodemus y H. mastomyrinus.

De todas estas especies, las Unicas que se asocian con
enfermedad clinica son H. bilis y H. hepaticus. Ambas colonizan
conductos biliares dando lugar a necrosis, colangitis o
colangiohepatitis cronica. También estan asociadas a enfermedad
inflamatoria intestinal.
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La especie que causa enfermedad en las personas y la mas
ampliamente estudiada es H. pylori, que infecta al epitelio gastrico
humano. La investigacion de la influencia patégena de estos
microorganismos en humanos ha sido de gran interés durante la
ultima década y ya se han identificado H. hepaticus y H. bilis en
humanos con enfermedades hepatobiliares [3], aunque no esta
demostrado que sea una zoonosis comprobada.

En general, Helicobacter spp. coloniza la mucosa de colon y
ciegoy se excreta con las heces, con lo que la via de transmision es
feco-oral. El uso de cubetas estaticas con tapa de filtro es
suficiente para prevenir la transmision entre cubetas. No esta
descritala transmision vertical.

El diagnoéstico mediante cultivo no es el método mas
recomendado debido a que su crecimiento depende de muchos
factores, como la experiencia del técnico de laboratorio, la
manipulacién répida y apropiada de la muestra, el medio de
cultivo adecuado y fresco, asi como un ambiente de incubacién
microaerofilico. El diagnéstico serolégico de la infeccion por
Helicobacter también es posible, pero no existen test comerciales
disponibles porque aunque el ensayo es sensible, no es especifico
y no esta claro si la colonizacién intestinal por Helicobacter spp.
incita la respuesta de anticuerpos. Por el contrario, mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es posible
detectar el acido desoxirribonucleico de Helicobacter spp.
convirtiéndose en la herramienta mas sensible y especifica para el
diagnéstico de Helicobacter. Basicamente hay dos tipos de
técnicas: una PCR especie-especifica que permite la identificacion
de especies concretas de Helicobactery una PCR grupo-especifica
que detecta varias especies en una misma prueba [2]. Si en el
informe del chequeo sanitario las muestras salen positivas a la
PCR grupo-especifica, el siguiente paso seria solicitar la
identificacion de las especies presentes en la muestra mediante la
PCR especie-especifica. Solo asi podemos tomar las medidas
adecuadas.

Segun estudios publicados, el ADN de Helicobacter es comun
en muestras fecales (86%) y en tejido gastrico (55%), mientras que
las muestras de tejido hepatico (21%), intestino delgado (17%) y
sangre (14%) suelen ser menos positivas [4]. Si existe el interés de
conocer la presencia de Helicobacter en una colonia, es suficiente
con enviar un pool de muestras de heces de ratones recogidas en
distintos momentos del dia, ya que la eliminacién de la bacteria
puede serintermitente.

La mayor parte de los animales inmunocompetentes
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portadores de Helicobacter spp. son asintométicos, pero los
inmunodeficientes pueden manifestar diarrea y prolapso rectal
secundario a tiflitis o tiflocolitis con hiperplasia de la mucosa [5].
También se ha observado una reduccién de la fertilidad. En el
diagnéstico diferencial del prolapso rectal en ratones habria que
incluir, ademas de infeccion por Helicobacter spp., la infeccion por
otros tipos de bacterias, endoparasitos e incluso disbiosis, que
provocan hiperplasia de mucosa de intestino grueso y prolapso
rectal (ver Figura 2).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Ejemplo de la presentacién clinica de prolapso rectal en un
raton de laboratorio. Se aprecia lainflamacién de la mucosa rectal. Pueden
presentarse hemorragias y con frecuencia se adhieren a la mucosa
fragmentos de viruta.

Existen cepas transgénicas que presentan enfermedad
intestinal inflamatoria (como IL10, Ragi y Rag2 knockout), en las
que se ha observado mayor incidencia de prolapso rectal y
presencia de lesiones mas severas cuando se identifica la
presenciade Helicobacter spp.

Helicobacter spp.

implicada

BALB/c-IL10 ™ H. hepalicus Carcinoma de colon

s H. typhionius, H. .
IL10 *(C57BL/6) Carcinoma de colon

rodentium, H. hepalicus

Mdria ™ H. hepaticus, H. bilis Carcinoma de colon
Rag2 ™ H. hepaticus Carcinoma de colon
AlJCr H. hepaticus Carcinoma hepatocelular
Smad3 H. hepaticus, H. bilis Carcinoma de colon

Imagen suministrada por la autoria
Tabla 1.- Modelos de roedores de la asociacion entre presencia de
Helicobactery cancer gastrointestinal y hepatico [7].
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En algunas cepas transgénicas la presencia de Helicobacter
spp. puede estar asociada al desarrollo de tumores (ver Tabla 1).
Recientemente se ha sugerido que la respuesta inflamatoria hacia
Helicobacter puede ademas alterar la carcinogénesis mamaria en
raton [6].

El manejo de colonias libres de Helicobacter spp. implica en
primer lugar un control estricto de los animales importados,
permitiendo sélo la entrada de animales libres de Helicobacter. Las
practicas de manejo deben impedir las fuentes de contaminacién
y la vigilancia de los animales centinela. Una vez que se toma la
decision de mantener las colonias libres de Helicobacter, la
estrategia mas rapida y de mayor éxito es la repoblaciéon con
animales libres de Helicobacter o la rederivacion de lineas
genéticas Unicas. Como los ratones neonatos adquieren la
infeccion al poco tiempo de nacer, existe la posibilidad de realizar
el cross-fostering, que consiste en transferir las camadas a madres
adoptivas libres de Helicobacter en las primeras 24 horas de vida.

Varios estudios han evaluado la administracion oral de
antibidticos para erradicar H. hepaticus o H. bilis en ratones
combinando amoxicilina o tetraciclina con metronidazol [8].
Aungue los animales mejoran, se observa que la infeccion persiste
y los efectos de la antibioterapia en la microbiota propia del
animal no compensan. También existen en el mercado dietas
comerciales con formulaciones para la eliminacion de la infeccion,
perotampoco resultan eficaces y tienen un coste elevado.
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Entrevista

Isabel Blanco Gutiérrez

Responsable del Servicio de Animalario del Centro Nacional
de Investigacion Oncoldgica y veterinaria especialista en
saludy bienestaranimal (Funciones Ey F)

;Desde cudndo eres socia de SECAL y qué opinion te deja
nuestro colectivo?

Soy socia desde el ano 2002, tras una visita al animalario del
Centro de Biologia Molecular, donde estaba Javier Palacin como
responsable del animalario. Recuerdo que me hablo maravillas de
la SECAL, y la verdad es que no puedo estar mas de acuerdo con él.
Es increible lo que se ha logrado en tan solo 25 anos, gracias al
empuje de personas que sélo pensaron gue el conocimiento de
uno mismo debe servir para mejorar la Sociedad. jY vaya si lo han
logradol........ Estarevistaes unbuenejemplodeello.

¢Cudl ha sido tu trayectoria profesional en el dmbito del animal
delaboratorio?

Creo que, como muchos de nosotros, por pura casualidad, ya
que jamas pensé cuando estudiaba veterinaria que iba a
dedicarme al animal de laboratorio y ademas iba a disfrutar
mucho trabajando. Desde tercero de carrera, y mejor no digo el
ano, entre como alumna interna en el Departamento de Sanidad
Animal en el grupo de Jose Luis Blanco y Marta Eulalia Garcia,
donde estuve unos cuantos anitos y donde, tras terminar la
carrera, pude conseguir una beca. Gracias a ellos, con los que
mantengo relacién desde esos anos de estudiante, supe que
necesitaban a un licenciado en veterinaria con experiencia en
microbiologia en el Centro de Investigacion en Sanidad Animal
(CISA), un animalario nivel P3 de Seguridad Biolégica en
Valdeolmos, para trabajar en un Proyecto Europeo sobre la
Enfermedad de Glasser en lechones producida por Hemaophilus
parasuis, y para allime fui. Hice una sustitucion de verano de la jefa
del animalario del centro y posteriormente por un problema de
alergia me ofrecieron dirigirlo. Mi primera respuesta fue no, sélo
pensaba: jpero si no tengo ni idea!.....y asi empecé. Me apunté al
Master en Bienestar y Salud Animal tras el primer congreso en San
Sebastian de |la SECAL al que fui, y empecé sin quererlo, poco a
poco, a especializarme en este mundo hasta terminar en el Centro
Nacional de Investigaciones Oncoldgicas donde empecé en el
2006, y donde estoy actualmente contratada por la empresa

Imagen suministrada por la autoria

Vivotecnia como jefa del Servicio de Animalario.
Entrando en el detalle ;cudl eslamision del CNIO?

Pues facil respuesta, en la web del CNIO encontraras que el
objetivo es trasladar los descubrimientos cientificos a métodos
novedosos y mas eficaces para prevenir, diagnosticar y tratar el
cancer... Pero por supuesto, es algo mas. Aqui me encontré con
muchas personas que adoran la Ciencia y que quieren ser los
mejores en sucampo, trabajando poravanzar.

;Como es el proceso, “Modelo animal con diana cdncer,
traduccion de resultados y desarrollo de medicamentos” que se
llevaenel CNIO?
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El proceso se basa en la cooperacion de los grupos, en la gran
cantidad de seminarios, charlas y eventos que logran la
interrelacion de todos y asi puedan surgir colaboraciones y
proyectos, que unan el modelo animal de cada grupo de
investigacion de los programas de Oncologia Molecular y Biologia
celular del Cancer con el programa de Terapias experimentales e
Investigacion Clinica, que a la vez colaboran con empresas
farmacéuticas. Todo ello unido a la existencia de un Programa de
Biotecnologia altamente especializado con 9 Unidades de
Investigacion diferente. Gracias a Dios, no se pretende que el del
animalario sepa de todo. Existe una experta en la Unidad de
Transgénicos, Sagrario Ortega; nuestra patdloga, Alba de Martino
en la Unidad de Histopatologia; y Francisca Mulero, médico
nucleary jefa de la Unidad de Imagen Molecular. Es una unién casi
perfecta entre biologos, quimicos, médicos y veterinarios.

Gestionar 45.000 ratones en un momento dado puede ser como
cuando una célula se divide de manera descontrolada... ;cudles
pueden ser los trucos en la gestion de un animalario tan
importante comoeldel CNIO?

Sin duda, tener un equipo maravilloso de cuidadores,
técnicos, supervisores y veterinarios, gente entregada, y con
ganas de trabajar. Eso si, como anécdota, recuerdo mis dos
primeros anos en el CNIO como los mas dificiles de toda mi carrera
profesional por la exigencia de todos los grupos, por el nivel de
este centro y por el volumen de trabajo del que ahora soy menos
consciente. No soy de dar consejos pero es importante que te
digas de vez en cuando, si otro puede yo también, que disfrutes
mucho en tu trabajo y saber que solo no llegas a ninguna parte,
ademas de tener un apoyo familiar que te haga ver qué es lo
verdaderamente importante.

Paloma Garcia forma parte del grupo editor de esta revista y
también de tu equipo de trabajo. ;Ves necesario fomentar la
participacion del personal cuidador en la actividad de la
SECAL?

Por supuesto que lo veo necesario. No sé cuantas veces me
han oido decir en el animalario que sin los cuidadores no somes
nadie. Si el equipo de cuidadores no funciona, olvidate porque tu
unidad novaafuncionar.

Por ello creo que en la Junta de SECAL deberia existir una
persona que representara a esta parte de la sociedad, a técnicos y
cuidadores, para que entendamos sus necesidades. Que, ademas,
en todos los congresos, exista una seccion dirigida sélo a ellos
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para fomentar su participacién, que salvo en la revista es
actualmente nula...Tenemos que ser capaces de implicarles mas,
aungue muchas veces cueste mucho que participen.

¢Cudl crees que es la perspectiva de la investigacion biomédica
enlos modelos de cdnceren Espana?

Pues en este tema desgraciadamente soy muy negativa y
aunque parece que la cosa se va animando y los proyectos van
llegando, por lo menos al CNIO, la ciencia en Espana esta relegada
alaultima posicion en los presupuestos y mientras esto no cambie
no se podré hacernada.

En concreto en este mundo de la experimentacion animal,
siguen saliendo normativas que aumentan la carga administrativa
sin prever incremento de la dotacion para personal, no sélo para
los animalarios sino para la propia autoridad competente. Se
deberian crear recomendaciones europeas de numero de
personal minimo necesario segun el volumen, la especie... Es
ridiculo pensar, como dice la normativa, que un solo responsable
de salud animal pueda ser capaz de hacer su trabajo en este tipo
de animalario. Logicamente, la mayoria de los centros de este
tamano notiene solo una persona sino que son varias.

Isabel, de parte de la direccion de la revista te queremos
agradecer enormemente tu colaboracion incondicional desde
el primer momento que emprendimos este modelo de
publicacién; tu ayuda sin duda ha sido un soporte mds en este
proyecto. Ya puesto y en presion positiva ;qué opinion te deja
nuestrarevista?

Tere y Hernan han logrado un equipo estupendo, entre las
ideas tan creativas de uno y la experta mano de Tere para revisar,
chequeary crear.

Yo creo que me habéis oido decirlo muchas veces: La calidad
de estarevista permite actualmente que se pueda exportar a otros
paises y que sea la revista oficial y de referencia para otras
sociedades iberoamericanas que no tienen revista. Con acuerdos
entre los paises, podemos lograr exportarla, llevando el
conocimiento que hay en cada una de sus paginas a otros
animalarios y que de otros paises nos cuenten como son sus
normativas, su dia a dia, y por supuesto sin olvidar la posibilidad
de generar mas ingresos para la SECAL que sirvan para disponer
de mas recursos para realizar cursos, charlas y jornadas; aqui lo
siento, pero me ha salido lavena de tesorera.
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Prueba utilizada para medir los niveles de actividad motora y
ansiedad en roedores (vozinglesa).

Existencia de dos formas o dos aspectos anatomicos diferentes en
unamisma especie.

Conjunto de medidas técnicas, mecanicas y sanitarias dirigidas a
evitar contaminaciones en cualquier sentido en un area de
produccion, mantenimiento o experimentacion.

Organismo genéticamente modificado que carece de la expresion de
ungenen particular.

Animal que tiene dos o mas poblaciones de células genéticamente
distintas que se originaron en diferentes cigotos.

Caracteristica permanente que estd presente a causa de la
composicién genética del animal.

Medidas adoptadas para la prevencion de una enfermedad; es decir,
todas las rutinas o procedimientos higiénicos, dietéticos o
farmacolégicos.

Administracion de fluidos, generalmente atemperados, durante un
procedimiento largo o al final de uno corto.

Parte de la biologia que estudia el origen y el desarrollo progresivo de
los seres vivos a fin de establecer las relaciones comunes de sus
origenes.

Vertical

2. Disminucion del contenido de agua corporal total, producido por
aporte insuficiente o pérdidas aumentadas de liquidos.

3. Muestrade tejido de un organismo vivo con fines diagnosticos.

5. Administracion de liquidos a través de los vasos sanguineos que los
irrigan, desplazando la sangre que los ocupa.

6. Sustancia (generalmente proteina) localizada en cualquier parte de la
célula con capacidad de reconocer un farmaco y producir una
respuesta celular.

8. Volumentotal desangrecirculante.

9. Registro de variables fisiolégicas de animales conscientes y con

libertad de movimiento.

13. Término utilizado para denominar a las bandas alternas de color claro

14.

16.

y oscuro en cada eje del pelo.

Experimentos o medidas realizados en o sobre tejidos biologicos, en
un ambiente artificial fuera del organismo con las minimas
alteracionesde las condiciones naturales.

Red espafola de responsablesde bienestaranimal.
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® All Species

e Meal

® Autoclavable

® |rradiated

® Extruded

e GLP
www.labdiet.com

Also available to order
in Spain and Portugal
from IPS distributor:

Sodispan Research S.L.

C/ Isla de Tavira, 14

28035 Madrid, Spain

Phone: +34 629159613
Facsimile: +34 914593962
Email: sodispan@sodispan.com


www.testdiet.com
www.labdiet.com

Powering your research development

®vivotecnia

management & services

Profesionales al servicio
de la investigacion

Servicios integrales para Animalarios
Externalizacion de SE.II'.VICiOS de Animalarios
Formacion de personal
Disefio de Instalaciones
Alquilery gestic')h“de Instalaciones

Consultoria y Asesoramiento

www.vivotecnia-ms.com


http://vivotecnia-ms.com/

charlesriver

The Weight is Over.

No longer do you need to spend your time conditioning research models. There is now an immediate solution -
Preconditioning Services from Charles River. Whether preparation for your study requires feeding special diets,
aging of animals, phenotypic evaluations, or surgical manipulations, Charles River can provide you with animals
preconditioned to your parameters and ready for use when they enter your facility.

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

‘O(‘,.-
charles river | .ucsesicon

accelerating drug development. exactly. www.criver.com


http://www.criver.com/

b
ENVIGO

Positive Discovery

Welcome to a world in which every research
model is designed to enhance a life — a
world in which animal care is of paramount
importance and our customers are at the
heart of everything we do at Envigo.

Working together with our customers,
Envigo is creating the foundations to a
world in which human lives are improved
and scientific knowledge is advanced on
a daily basis.

Discover your own positive outcomes
at Envigo today.

envigo.com

envigo.com ENVIGO


www.envigo.com
www.envigo.com

