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EDITORIAL

Avatar

No ha sido facil mejorar lo que ya teniamos como documento
divulgativodela SECAL.

Durante estos anos de reflexion estética contemporanea, los articulos
reunidos aqui han recorrido desde el factor humano que indaga el alcance
de su rol en el trabajo y dia a dia, hasta las técnicas y propuestas mas
avanzadas dentro del marco de la experimentacion animal.

Alolargo de estos afios, nuestro fenotipo ha cambiado como es normal
en un organismo vivo con un grupo editor variopinto. De la misma manera,
nuestro genotipo también se ha modificado, manteniendo eso si en su
fondo la combinacion del trabajo ya hecho, con las nuevas incorporaciones
algen. Somos un Quimera producto de un suefio llamado Revista Animales
de Laboratoriode la SECAL.

La historia va del blanco y negro al color, del poco gramaje de papel a
uno robusto y estucado, del cambio de tamano hasta una nueva propuesta
editorial. Propuesta esta Gltima que no para de crecer y mutar en forma de
Secciones que dan cuerpoalmay caracter propio a nuestra publicacién.

Damos la bienvenida a las nuevas secciones, que forman parte del plan
trazado hace ya unos cudntos numeros atrds, y que son el futuro del
objetivo divulgativo cientifico de nuestra publicacién, nuestro ADN.
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Un modelo 3| |ado de
los humanos

EN SU VISTA ESTAN PUESTAS NUESTRAS
ESPERANZAS DE REGENERACION NERVIOSA.

La inestimable ayuda que el lagarto canario (Gallotia galloti) nos ofrece, reside en
que su Sistema Nervioso Central (SNC) comparte caracteristicas histofisioldgicas
comunes, tanto con especies capaces de regenerar espontaneamente su SNC (peces
y anfibios) como con especies incapaces (aves y mamiferos). Cientificos espafnoles
han demostrado la recuperacién tisular espontanea de la corteza cerebral y el
recrecimiento axonal del nervio 6ptico de este lagarto, tras lesiones traumaticas.

El modelo regenerativo de G. galloti y de escasos reptiles, es el mas cercano a
mamiferos y estd revelando las claves de la incapacidad regenerativa de los humanos

hasta el momento.
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POR: MARKEL TOYOS (8 ANOS), MAIDER TOYOS (3 ANOS),
AITOR TOYOS Y MAITE FUENTES

LA IMPORTANCIA DE SER UN ANIMAL DE LABORATORIO

ERASE UNA VEZ UN RATONCITO LLAMADO MUSSI. CIERTO ES QUE MUSS| ERA MUY
FELIZ, PERO DESDE SIEMPRE HABIA TENIDO UN SUENO; QUERIA SER IMPORTANTE.
CUANDO SU MADRE LE PREGUNTABA QUE QUERJA SER DE MAYOR, EL SIEMPRE
RESPONDA LO MISMO: QUIERO LLEGAR MUY LEJOS, QUE SIEMPRE ME RECUERDEN, ME
GUSTARIA SER DE MAYOR PRESIDENTE...

EL DIA A DIA DE MUSS| ERA EL SIGUIENTE: AL LLEGAR LA NOCHE EMPEZABA LA FIESTA,
JUNTO CON SUS HERMANOS SE ENZARZABAN EN JUEGOS CON LOS “BISBALES™ Y
PEQUENOS TROZOS DE PAPEL QUE TENIAN EN SU CASA. ESTA ERA MUY ESPACIOSA, EL
SUELO ERA MUY COMODO PARA SUS PATITAS, TAN BLANDITO Y CONFORTABLE.
SIEMPRE TENIAN DISPUESTA SU SABROSA COMIDA, A MUSS| LE ENCANTABA
AGARRARSE A UN PEDACITO Y ROER Y ROER TAN RICA COMIDA.

AL FONDO DE SU CASITA TENIA SU GRIFO DE AGUA, AL LAMERLO LIGERAMENTE SALIA UN AGUA LIMPIA Y RICA. YA CON EL
ESTOMAGO SACIADO, SIEMPRE ENCONTRABA DIVERSION CON SUS HERMANOS, JUGUETEABAN ENTRE ALGODONES Y
ESTRUCTURAS CONFORTABLES, COMO S| FUERAN PEQUENAS CASITAS EN LAS QUE SE REFUGIABAN Y SE ESCONDIAN CUANDO
QUERIAN GUARECERSE.

AL AMANECER, LA LUZ APARECIA POCO A POCO, ERA EL
INDICADOR DE SU CANSANCIO. TAN PRONTO NOTABAN LA
TENUE LUZ APARECER, SU CANSANCIO SE EMPEZABA A
NOTAR. MUSS| Y SUS HERMANOS SE ACURRUCABAN
SIEMPRE EN LA ESQUINA DEL FONDO DE SU CASA, ALLI ENTRE
SUS ALGOPONES ENCONTRABAN EL MERECIDO DESCANSO QUE
SUS CUERPOS NECES|TABAN.




CADA DA LA MISMA HISTORIA SE REPETIA. AL CABO DE UNA HORA
MAS 0 MENOS DEL AMANECER, CUANDO MUSS| SE ENCONTRABA
TAN A GUSTO CON SUS HERMANOS, OIAN LA APERTURA DE UNA
PUERTA Y NOTABAN APROXIMARSE A UNA PERSONA VESTIDA DE
VERDE, LE LLAMABA “EL EXTRATERRESTRE".

APENAS SE LE VEIA LA CARA PUESTO QUE 1BA MUY TAPADA, PERO
PARA MUSSI| ESA PRESENCIA LE ERA TRANQUILIZADORA.

NORMALMENTE NO HAGA MUCHO RUIPO CON LO QUE VOLVIA A DORMITAR, PERO
OTRAS VECES ERA COGIDO POR ESAS MANOS TAN  DELICADAS Y DEPOSITADO EN
UNA NUEVA CASA. ESTE HECHO A MUSSI NO LE ERA MUY GRATO PUES
SIGNIFICABA QUE TENJA QUE VOLVER A HACERSE SUS NIDOS EN LA NUEVA CASA,
AUNQUE CIERTO ERA QUE TAMBIEN LE RESULTABA DIVERTIDO DESPEDAZAR EL PAPEL

AL CABO DE UNAS HORAS DEL AMANECER, DE NUEVO SE
ABRIA LA PUERTA Y APARECA OTRA PERSONA, ESTA VEZ
VESTIDA DE BLANCO. EL BLANCO NO ERA EL COLOR
PREFERIDO DE MUSSI, LE PARECIA FRIO Y CALCULADOR. EN
CUANTO LE NOTABA ENTRAR SABIA LO QUE OCURRIRIA
DESPUES, iSE IBAN DE VIAJE!, SU CASA SE MOVIA, SE
TRASLADABAN A OTRO LUGAR. ENTRABAN EN OTRA
HABITACION Y ALLi PASABAN LA MANANA. EL PERSONAJE
BLANCO LES [BA COGIENDO UNO A UNO, MUSS| SOLIA
PONERSE ALGO NERVI0SO, LO QUE SENTIA ERAN
SENTIMIENTOS CONFRONTADOS; POR UN LADO, SABIA QUE
CUANDO LE TOCARA SU TURNO NOTARIA UN PEQUENO
PINCHACITO, POR ESO NO LE GUSTABA DEMASIADO. PERO
POR OTRO LADO, EL DOLOR SE |BA DE [NMEDIATO Y PREVIO
A ESTE HECHO ERA COGIDO POR AQUELLA MANO, DE
FORMA FIRME Y SEGURA, NO SABIA POR QUE PERO A
PESAR DE NO PODER MOVERSE POR SEGUNDOS, ENTRE
AQUELLOS DEDOS SENTIA SEGURIDAD. AL CABO DE ON
RATO, UNA VEZ TOPOS SUS HERMANOS PASABAN POR LA
MANO, ERAN DEVUELTOS A SU CASA Y VOLVIAN A SU
LUGAR DE ORIGEN.

Y HACERLO ANICOS. DE VEZ EN CUANDO EL EXTRATERRESTRE LES HABLABA, ERA
UNA VOZ SUAVE Y EL TONO QUE UTILIZABA LE AGRAPABA SOBREMANERA A
MUSS|. ERA COMO SU SEGUNDA MADRE.

UN DIA MUSS| NOTO ALGO ENTRE SUS HERMANOS,
RESULTABA QUE DE TODOS ELLOS, EN TOTAL ERAN DIEZ,
TRES SE ENCONTRABAN SIN GANAS DE JUGAR, NO SE
SENTIAN BIEN, ESTABAN CANSADOS. LA VERDAD ES QUE A
PESAR DE NO DARLE IMPORTANCIA AL PRINCIPIO, DESDE
HAGIA UN TIEMPO HABIAN NOTADO QUE EN SU LOMO
CREIA UN BULTITO. SEGON 1BA PASANDO EL TIEMPO, EL
BULTITO CRECIA Y SEGON |BA CRECIENDO, EL CANSANCIO
SE SENTIA EN MAYOR MEDIDA. SOBRE TODO EN SUS TRES
HERMANOS MAS DEBILES.



LA PREOCUPACION DE MOUSS| IBA INCREMENTANDOSE, PUES LA DEBILIDAD DE SUS HERMANOS ERA CADA VEZ MAYOR.
TAMBIEN NOTO QUE LA PRESENCIA DEL EXTRATERRESTRE ERA MAS HABITUAL, A LO LARGO DEL DA LOS VISITABA CON MAS
FRECUENCIA. MUSS| PUDO NOTAR SU PREOCUPACION TAMBIEN. DADO QUE SUS HERMANOS ENFERMOS NO PODIAN LLEGAR
A LA COMIDA, EL EXTRATERRESTRE COLOCO COMIDA HUMEDECIDA EN UN PLATITO CERCA DE LOS TRES HERMANOS PARA QUE
PUDIERAN ESTAR BIEN ALIMENTADOS Y AS| PUDIERAN RECUPERARSE DE SU MALESTAR.

ON DiA, AL POCO DEL AMANECER, APARECIO EL PERSONAJE BLANCO, ERA MAS PRONTO DE LO NORMAL, MUSS| ESTABA
CUIPANDO DE SUS HERMANOS MAS DEBILES, HABIA UNO QUE LE PREOCUPABA ESPECIALMENTE PUES LA NOCHE PASADA A
PENAS SE HABIA MOVIDO Y NO HABIA TOMADO NADA DE AGUA NI COMIDA. INICIARON EL VIAJE A LA OTRA HABITACION Y UNO
A UNO EL PERSONAJE BLANCO FUE TOMANDO A CADA UNO DE LOS RATONCITOS. ESTA VEZ EL TIEMPO QUE PASABA CON CADA
UNO ERA MAYOR. AL LLEGAR EL TURNO DE SU HERMANO MAS DEBIL, EL PERSONAJE BLANCO SE ALEJO DE LA JAULA CON SU
HERMANO EN LA MANO, AL REGRESAR, SU HERMANO NO ESTABA, NUNCA MAS VOLVIO A LA JAULA. A CONTINUACION LES
TOCO EL TURNO A LOS OTROS DOS HERMANOS DEBILES. TARDARON MAS TIEMPO DEL HABITUAL, PERO ESTOS DOS Si
VOLVIERON A CASA. PASARON VARIOS DiAS. MUSSI SENTIA UNA GRAN TRISTEZA POR NO VER A SU HERMANO, PERO SIN
EMBARGO SE ALEGRABA POR LA RECUPERACION DE SUS OTROS DOS HERMANOS. A LA VEZ QUE SE IBAN SINTIENDO MEJOR,
EL BULTITO DE SUS LOMOS IBA DESAPARECIENDO. LA NORMALIDAD HABIA VUELTO A SUS VIDAS, LOS JUEGOS VOLVIAN A SER
MUY DIVERTIDOS AL CAER LA NOCHE Y APAGARSE LA LUZ.

UN DIA, DURANTE LA ESTANCIA DEL EXTRATERRESTRE
APARECIO EL PERSONAJE BLANCO. NORMALMENTE NO

TENIAN CONVERSACIONES LARGAS, SI SE ENCONTRABAN
SE SALUDABAN Y POCO MAS. PERO ESTA VEZ, EL TONO AL
HABLAR ERA UN POCO MAS ALTO, EL EXTRATERRESTRE LE
DIO LA ENHORABUENA AL PERSONAJE BLANCO Y AMBOS
ESTABAN MUY CONTENTOS. MUSSI NO ENTENDA LO QUE
SUCED/A, PERO SEGURO ERA MUY BUENO.

AL CABO DE UN RATO EL PERSONAJE BLANCO SE MARCHO Y
EL EXTRATERRESTRE SE QUEDO EN LA HABITACION. TOCO
CAMBIO DE CASA Y ESTA VEZ, AL ESTAR ENTRE (AS
MANOS DEL EXTRATERRESTRE, CUANDO ESTABA ENTRE
SUS DEDOS, SE LO PUSO A LA ALTURA DE SUS 0JOS Y LE
DIO LAS GRACIAS A EL Y A SUS HERMANOS.



MUSS| SINTIO UN ESCALOFRIO POR EL CUERPO, Y EN LA EXPRESION DE LOS 0JOS DEL EXTRATERRESTRE
ENCONTRO LA VERDAD.

LA VERDAD ES QUE GRACIAS A MUSSI Y SUS HERMANOS EL PERSONAJE BLANCO HABIA RECIBIDO UN PREMIO POR LOS
AVANCES ALCANZADOS EN LA TERAPIA CONTRA EL CANCER. PERO LA VERDAD VA MAS ALLA, NO ES SOLO MUSSI, SINO
MUCHOS COMO MUSSI LOS QUE OFRECEN SUS VIDAS POR UN AVANCE RIGUROSO EN LA CIENCIA Y ETICAMENTE REGULADO.
DEBEMOS ESTAR MUY AGRADECIDOS A TODOS ELLOS. LO IMPORTANTE EN ESTA VIDA ES TENER MUY CLARO LO QUE CADA UNO
QUIERE SER Y HACER LO IMPOSIBLE POR ALCANZARLO, SOLO ASi UNO CONSIGUE SER FELIZ. DESDE LUEGO MUSSI LO
CONSIGUIO. GRACIAS MUSSI.

k:) )'CQCIQ’) Q toa‘»

ln Mogs
g

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio

PATROCINADO POR (A SOCIEDAD ESPANOLA
PARA LAS CJENCIAS DEL ANIMAL DE LABORATORIO (SECAL Y

— ILUSTRE COLEGIO OFICIAL DE u —
= VETERINARIOS DE CADIZ . . RETTENMAIER IBERICA IRS = nu.-I: “...i.-.ﬂ,. .
ﬁ Animalaria RS =25 Sharles river

Formaciony Gestion SL

www.secal.es

++++ m [ uan Rodriguez —
ENVIGO BINAEX _/ ey O =5

VOCALIA DE COMUNICACION SECAL 2017



- C/. Laguna del Marquesado 14, Nave 1
Wch 28021 MADRID
Teléfono: 91 710 95 47
Fax: 91 796 65 52

E-mail: steriltech@steriltech.net
INSTRUMENTACION E INSTALACIONES CIENTIFICAS www.steriltech.net

3] BIOQUELL

h ;‘rg ‘ = Totalmente escalable
i - = Libre de residuos

= Baja Temperatura
= Excelente compatibilidad
de materiales

Proteja su Investigacion de la
Contaminacion con la Tecnologia
Clarus™
Perdxido de Hidrégeno Vaporizado

CLARUS™ C
= SAS Biolégicos CLARUS™ L
CLARUS™ Z » Salas hasta 350 m® = Racks Ventilados
Especialmente = Racks Ventilados CIARUS S o Aisladores
disefiado para sala!s = Aisladores == = |ncubadores de CO,
= Salas hasta 500 m = Lava-racks = Lava-racks
BMT lberia, s.l. I d
C/. Laguna del Marquesado 14, Nave 1 ESterl IZadores a Vapor
28021 MADRID STERIVAP HP IL, VAKULAB,
Teléfono: 91 7230347
Fax: 91 5054494 UNISTERI

E-mail: bmtiberia@steriltech.net

www.bmtiberia.es

MMM Group



http://www.steriltech.net/

Actualidad

El aceite de oliva virgen contribuye
a prevenir la disfuncion testicular

Cientificos del grupo de Neuroendocrinologia y Nutricién,
adscrito al Campus de Excelencia Internacional Agroalimentario
ceiA3 de la Universidad de Jaén, en colaboracion con el
Departamento de Biomedicina, Biotecnologia y Salud Publica de
la Universidad de Cadiz, han confirmado que una alimentacion
rica en aceite de oliva virgen protege a las células del testiculo de
los danos oxidativos. Al mismo tiempo, los expertos han
comparado los efectos que provoca en la fertilidad masculina el
consumo de grasas saturadas frente a la dieta mediterranea.

< El aceite de oliva virgen contiene sustancias que previenen
la oxidacion celular, como el hidroxitirosol. Ademds, presenta

una capacidad inmunoprotectora en los testiculos,
con lo que contribuye a reducir anomalias que desembocan
en una deteriorada fertilidad o infertilidad masculina. >

Para estudiar la capacidad funcional del testiculo asociada ala
grasa vinculada a una dieta mediterranea, analizaron el tabulo
seminifero (estructuras dénde se forman los espermatozoides) y
el epididimo (estructura donde maduran y se almacenan los
espermatozoides durante un predeterminado tiempo).

Los cientificos analizaron la actividad de tres proteinas con
diferentes roles: regular el sistema hormonal y controlar la presion
sanguinea, supervisar la funcién reproductiva, y equilibrar el
desarrollo del testiculo, en especial su estado inmunoldgico.

Los resultados de este estudio se obtuvieron mediante un
modelo in vivo, en el que se experimento con ratas machos de la
cepa Wistar durante 24 semanas. “Comenzamos con ejemplares de
seis meses de edad que fueron alimentados con distintas dietas hasta
el final de la experimentacién, al cumplir el afio de edad”, concreta
Dominguez-Vias. Las ratas se dividieron en tres grupos diferentes
segln su alimentacion. El primero recibio una dieta comercial
estandar, mientras los otros dos se alimentaron con dietas
caldricas. La composicion energética entre los grupos 2y 3 era la
misma, inicamente diferian en la calidad o grado de saturacion de
la grasa anadida. Para el segundo grupo, la alimentacién se
suplementaba con grasa monoinsaturada proveniente del aceite
de oliva virgen extra, y al tercero, se le afnadia grasa saturada de la

mantequilla con colesterol anadido.

Tras los ensayos, se encontraron sendas diferencias en los dos
grupos tratados con dietas ricas en grasa. “El resultado mds
evidente es que no se observa un incremento del peso corporal en los
animales que consumieron la dieta con aceite de oliva virgen,
evitando asi la aparicion de signos clinicos de obesidad. Por tanto, se
demuestra que este tipo de grasa reduce considerablemente los
niveles plasmadticos de triglicéridos y colesterol total”, asegura
Dominguez-Vias. En este estudio, ademas de evaluar el estado
funcional del testiculo, se analizan las propiedades del aceite de
oliva virgen extra con el fin de considerarlo un agente colaborador
de la fertilidad masculina. “Todavia no podemos confirmar que
tenga capacidad de mejorar la fecundidad, pero si podemos
evidenciar que mejora algunos de los pardmetros testiculares que
determinan un correcto funcionamiento inmunitario en el desarrollo
deespermatozoos”, advierte este experto.

Una vez analizadas estas proteinas, junto con otra
caracterizada por su alto contenido en grasas, los expertos
observaron que actuan de forma diferente. Por un lado,
obtuvieron que solo la grasa saturada de la mantequilla era capaz
de modular la proteccion del testiculo: “De esta forma, exige una
mayor defensa ante agentes externos y también la eliminacion de
sustancias toxicas procedentes de la degradacion oxidativa de los
lipidos”, aclara Dominguez-Vias. Por el contrario, con el aceite de
oliva virgen detectaron que la proteina encargada de proteger el
testiculo, podria favorecer el equilibrio en el proceso de formacion
de espermatozoides. "Esta consecuencia se debe a los efectos
antioxidantes de los polifenoles del aceite de oliva cuando actuan en
los testiculos”, sefnala este investigador.

Paralelamente a este trabajo, estan desarrollando otras lineas
de investigacion centradas en determinar qué compuestos del
aceite de oliva virgen podrian utilizarse como suplementos para la
mejora de la fertilidad. “El aceite de oliva, como componente
principal de la dieta mediterrdnea, podria ser una herramienta
terapéutica de cara al futuro, pero se advierte que los datos que se
manejan no son todavia concluyentes y siguen siendo una incégnita
los mecanismos”, augura Dominguez-Vias.

Las conclusiones de este estudio, publicado en el International
Journal of Molecular Science, demuestran una relacion directa
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entre la modificacién de los lipidos y la actividad de enzimas
implicadas en el mantenimiento del proceso de formacion de las
células sexuales masculinas. El aceite de oliva posee capacidad
inmunoprotectora, lo que contribuiria a reducir anomalias que
provocan un deterioro de la fertilidad masculina. En este sentido,
han corroborado que ciertos componentes del aceite de oliva
virgen como los polifenoles, ejercen un efecto protector en el
desarrollodelafuncion testicular.
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Fdrmacos basados en la melatonina
para luchar contra el Parkinson

Investigadores espanoles han publicado un nuevo avance
sobre los mecanismos moleculares de la actividad anti-
parkinsoniana de la melatonina. Los resultados indican que la
neuroinflamacién y el dafo mitocondrial son dos procesos
independientes que ocurren en la enfermedad. Precisamente, la
melatonina es capaz de prevenir todos esos procesos
neurodegenerativos porque su accion principal es actuar dentro
de la mitocondria. El Parkinson es una enfermedad degenerativa
producida por la muerte de neuronas de la sustancia negra que
producen dopamina en el mesencéfalo cerebral. Cuando el nivel
de este neurotransmisor disminuye, se altera la informacion en el
circuito de los ganglios basales y esto se traduce en: temblor,
rigidez, lentitud de movimientos e inestabilidad postural, entre
otros sintomas.

A pesar de todos los avances en neurologia, hoy en dia se
desconoce la causa de la patologia, por lo que también como
prevenirla. Recientemente, un equipo de cientificos liderado por
Dario Acuna-Castroviejo, catedratico de la Universidad de
Granada (UGR), haavanzado en los mecanismos moleculares de la
actividad anti-parkinsoniana de la melatonina.

< La melatonina es capaz de prevenir todos los procesos

neurodegenerativos y prevenir la muerte neuronal.

Publicado en la revista PlosOne, este estudio se ha enfocado
hacia el papel de las 6xido nitrico sintasas, enzimas encargadas de
la produccion de dxido nitrico (NO), un neurotransmisor y
neuromodulador que cuando se produce en exceso participa en
el proceso de dafo mitocondrial y neurodegenerativo. En
especial, se han estudiado las formas enzimaticas inducible (iNOS)
y neuronal (nNOS), ya que han sido consideradas dianas
terapéuticas en esta enfermedad. Junto a sus trabajos anteriores
en modelos de enfermedad de Parkinson (EP) en cultivos
celulares, Danio rerio y raton, el Dr. Acuia-Castroviejo apunta que
“con esta investigacion cerramos uno de los aspectos mds
controvertidos de la fisiopatologia del Parkinson e identificamos
dianas moleculares altamente especificas para el diseno de nuevos
farmacos conlos que tratarla patologia”

La fisiopatologia de la EP presenta tres aspectos
fundamentales: neuroinflamacion, pérdida de dopamina y
disfuncidon mitocondrial. Estos procesos llevan a la muerte de las
neuronas dopaminérgicas y aparicién de la sintomatologia
parkinsoniana.

“Dado el papel central de la mitocondria en la célula, hastaahora
se pensaba que el proceso inflamatorio que se produce en la EP, y que
es debido al aumento de laiNOS y produccion de NO en exceso, daba
lugar a una entrada masiva de NO a la mitocondria, donde inducia
dario oxidativo/nitrosativo, deficiencia bioenergética y disminucion
de la produccién de ATP. Todo ello daria lugar a la muerte neuronal’;
explicaasiel Dr. Acuna.

En este estudio, y usando tres cepas de ratones -silvestres,
deficientes en nNOS y deficientes en iNOS- los cientificos han
podido demostrar que, al contrario de lo que se pensaba, el fallo
mitocondrial que condiciona la muerte neuronal dopaminérgica
durante el desarrollo de la EP es independiente de esas dos
enzimas.

Por tanto, la neuroinflamacion y el dafio mitocondrial son dos
procesos independientes que ocurren en el Parkinson. “Mediante
técnicas de respirometria de alta resolucién, pudimos demostrar
también que es la inhibicion de la actividad del complejo |
mitocondrial, el evento primario responsable del fracaso
bioenergético y déficit de ATP (el combustible de la mayoria de los
procesos celulares)’ subraya el investigador.

“La secuencia de eventos que da lugar a la muerte neuronal
dopaminérgica en la EPcomienza por el dafio mitocondrial, continua
con un proceso de dario neuronal, que sigue con la respuesta
inflamatoria o neuroinflamacién, y culmina en la muerte neuronal y
pérdida de dopamina. A su vez, la muerte neuronal favorece el dafio
mitocondrial, entrando en un circulo vicioso cronico de estrés
oxidativoque acelerala neurodegeneracion’; anade.

Precisamente, la melatonina es capaz de prevenir todos esos
procesos neurodegenerativos porque su accion principal es
actuar dentro de la mitocondria, restableciendo la actividad del
complejo 1y la produccion de ATP. Esta circunstancia neutraliza el
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estrés oxidativo y la neuroinflamacién secundarios a la disfuncién

mitocondrial, previniendo lamuerte neuronal.

La melatonina ha demostrado, una vez mas, su capacidad
neuroprotectora y su utilidad clinica debido a la especificidad de
sus acciones para mantener la integridad de la funcion

mitocondrial.
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Desarrollar mejores analgesicos
para tratar el dolor articular

Investigadores de la Universidad de Granada lideran un
estudio realizado en ratones con artritis, que demuestra que las
neuronas que median el dolor articular son diferentes de las que
median el dolor cutdneo. Profundizar en este tipo de trabajos
podriadarlugar al desarrollo de analgésicos mejores.

< Las alteraciones funcionales que presentan los pacientes con artritis
afectan negativamente a su calidad de vida, dificultando tareas
cotidianas que a una persona sana le parecen sencillas. >>

Esta disminucion enlafuncién fisica de los pacientes artriticos
se puede cuantificar en las consultas de reumatologia mediante la
medicion de la fuerza de agarre del miembro superior afectado.
Este parametro guarda una proporcion directa tanto con la
progresion de la enfermedad como con el dolor que sufre el
paciente, yaque ambos estan intimamente relacionados.

El desarrollo de nuevos analgésicos requiere el uso de
modelos animales que se aproximen lo maximo posible a la
situacion del paciente. Sin embargo, a pesar de la importancia
clinica de la fuerza de agarre, rara vez se usa en investigacion
preclinica debido a que el paradigma experimental
predominante en roedores se centra en el conocimiento que
tenemos del dolor cutaneo (al recibir una estimulacion sensorial
en la piel).

“Profundizar en este tipo de estudios podria dar lugar al
desarrollo de analgésicos mejores, dirigidos especificamente a aliviar
el dolor articular’; afirma el director de este trabajo Enrique J.
Cobos del Moral, investigador del departamento de Farmacologia
e Instituto de Neurociencias.

« Los fdrmacos que producen analgesia en el dolor cutdneo no

necesariamente lo han de producir en el dolor articular. >

El estudio llevado a cabo por cientificos de la Universidad de
Granada, junto con la empresa farmacéutica Esteve y el Instituto BIBLIOGRAFIA
Tedfilo Hernando de 1+D del Medicamento, demuestra que la
fuerza de agarre puede ser utilizada en ratones con artritis para la
evaluacion de analgésicos, y que las neuronas sensoriales que

- http://www.agenciasinc.es/Noticias/Desarrollar-mejores-analgesicos-
para-tratar-el-dolor-articular

median este tipo de dolor, son diferentes de las que median el - Montilla-Garcia A., Tejada M.A., Perazzoli G., et al. Grip strength in mice
dolor cutaneo, por lo que los farmacos que producen analgesia en with jeint inflammation: A rheumatology function test sensitive to pain
esto ultimo no necesariamente lo han de producir en el dolor and analgesia. Neuropharmacology. 2017,125:231-42. DOL:
articular. 10.1016/j.neuropharm.
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Jordi Sabater Pi: Etélogo y primatologo

Aprovecho la nota de prensa emitida por Proyecto Gran Simio para presentar y resumir la figura del Prof. Jordi Sabater P,
etdlogo y primatdlogo, y recobrar algunas de sus opiniones respecto al trato que dispensamos a los grandes simios.

Jestis Martinez Palacio

Coincidiendo con el aniversario de su muerte, la Organizacion
Proyecto Gran Simio ha concedido al etélogo y primatologo Jordi
Sabater Pi (a titulo péstumo) el diploma “Defensor de la Igualdad’,
por su trayectoriaen la defensa de los primates y en especial de los
grandes simios.

La gran trayectoria de Jordi fue casi ocultada por la
popularidad de Copito de Nieve. En 1966, la anécdota como él la
calificd de encontrar a Copito de Nieve y trasladarlo al zoologico
barcelonés, unié su nombre al de este gorila albino para siempre.
Unos cazadores lo encontraron abrazado al vientre de su madre
muerta, y él le salvé la vida. No hubiera sobrevivido solo en la
selva; no solo por la falta de sus padres, sino por las deficiencias
que implica el albinismo (de oido, vista, piel, etc.), asi como por
resultar altamente visibley, por lo tanto, muy vulnerable.

El mundo académico conocia bien a este catedratico de
psicobiologia y etologia: Dr. Honoris Causa por la Universidad
Autonoma de Barcelona y por la Universidad Auténoma de
Madrid, y premio Narcis Monturiol a las ciencias (mayo 2005). A él
sedebe laintroduccién de la etologia en nuestro pais, y la creacion
de la primera catedra de esta especialidad en la Universidad de
Barcelona.

Entre 1940 y 1969, estudid las culturas autdctonas y las
especies locales de Guinea Ecuatorial. Becado por National
Geographic, conocio a Diane Fossey, quien en 1972 le invitd a
realizar un estudio conjunto, con un trabajo firmado porlos dos en
el Journal Zoologic Society sobre el estudio de los gorilas de
montafa. En 1976 fue profesor de etologia, incluyendo de esta
forma la asignatura por primera vez en la Universidad de
Barcelonayen Espana, el estudio del comportamientoanimal y de
la primatologia. Fue el primero en observar que los chimpancés
fabricaban palos para coger termitas e ingerir cierto tipo de arena
de cualidades medicinales.

20

En uno de sus libros, “El chimpancé y los origenes de la
cultura’, nos decia: “Ahora sabemos que su esquema psicoldgico (el
de los grandes simios) se asienta sobre unas capacidades que, hasta
hace muy poco, las considerdbamos exclusivas del hombre. Todo
esto merece una profunda reflexién, una reconsideracion objetiva de
unos valores que siempre se habian considerado inamovibles y,
cémo no, debemos aceptarlo como una leccion de humildad. Como
colofén me atreveria a decir al lector que todos los animales, pero
muy especialmente los grandes simios, merecen un serioy consciente
respeto. No deberian tolerarse las exhibiciones grotescas de estos
animales disfrazados de humanos, ni su explotacion comercial seala
que fuere, ni su uso para el trasplante de visceras o empleo en
laboratorios de experimentacion clinica, y hasta seria necesario
reconsiderar la conveniencia de exhibirlos en los zoos. No dudo que
dentro de algunos afos seremos juzgados muy severamente por esta
conducta que es posible se pretenda parangonar, en cierta manera,
con la dispensada hace menos de 200 aiios, por los blancos a sus
hermanos negros que, como esclavos, vendian, como si de animales
setrataraalos plantadores americanos”.

Jordi Sabater Pi fallecié en Barcelona el 5 de agosto de 2009.
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Caidas: Soluciones inspiradas en la naturaleza
para un riesgo habitual en los animalarios

Jestis Martinez Palacio y Carmen Garcia Ortiz
Técnicos Superiores en Prevencion de Riesgos Laborales

Recogemos hoy una informacion publicada en El Correo y la
aprovechamos para revisar este problema. Un estudio del Centro
Tecnolégico del Calzado de La Rioja (CTCR) busca disefar un
material antideslizante que prevenga los resbalones, tropiezos y
caidas, relacionados con el 15% de los accidentes laborales
ocurridos en animalarios.

Las caidas son un problema relevante en el sector de la
experimentacién animal. En esta misma seccién ya las hemos
tratado desde distintos puntos de vista (calzado, escaleras...);y en
esta ocasion, vamos a ver como la ciencia se fija en la naturaleza
paraencontrar soluciones a problemas comunes.

Imagen tomada de Pixabay. Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Imagen de un geco.

Investigadores del CTCR se han fijado en el geco (ver Figura 1),
reptil capaz de subir superficies verticales sin utilizar pegamento
ni adhesivos quimicos ni ningun tipo de succion: le bastan sus
patas filamentosas. Los dedos de sus pies estan formados por

muchisimos filamentos muy finos (setas, unos 5.000 por mm’), y
cada seta se divide en 400-1.000 ramas que terminan en una
estructura en forma de espatula de 200 a 500 nanémetros de
largo. De este modo, cuando un geco pone su“pie”en una pared u
otra superficie y enrosca sus dedos, sus espatulas nanométricas
pueden llegar tan cerca de los rincones y grietas, que sus atomos
interactuan con los &tomos de la pared.

La interaccion entre los dedos y la superficie podria

relacionarse con las fuerzas de Van der Waals.
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Si sus dedos fuesen pegajosos como una cinta adhesiva o
dependiesen de una fuerte succion, seria dificil para un geco
caminar o correr, ya que seria demasiado dificil separar sus pies de
la superficie. Las fuerzas entre los atomos del pie del geco y los
atomos de la pared, son fuerzas relativamente débiles, las
llamadas fuerzas de Van der Waals. El drea de contacto entre el pie
y la superficie debe ser lo suficientemente grande para que estas
fuerzas tan débiles individualmente puedan convertirse en una
fuerza mucho mas fuerte, lo suficientemente fuerte como para
sosteneraesteanimal.

Esta extraordinaria propiedad ha hecho del geco objeto de
estudio durante innumerables afos en la sintesis de adhesivos
que imitan su biomecanica, y es la que ha servido para la puesta
en marcha de un nuevo proyecto que el CTCR estd llevando a
cabo junto a la empresa de calzados Mendi, dedicada desde 1953
alafabricacion nacional de calzado de seguridad para cada sector
profesional.

El estudio en si consiste en el disefio de un material
antideslizante para zapatos/botas de seguridad. Para ello, los
nanotecnodlogos estan analizando previamente la aplicacién del
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concepto de “anti-resbalamiento” que emplea este reptil, y su
viabilidad para el desarrollo de suelas que imiten la geometria y el
funcionamiento delos pies del geco.

Dentro del calzado, la suela juega un papel fundamental, ya

que es la encargada de absorber el impacto de la pisada, aislar
térmicamente al pie, proteger de las irregularidades del terreno y, E STA M O S
por supuesto, evitar resbalones. Estos, junto a los tropiezos y EN EL CENTRO DE

LA INVESTIGACION

EN HABLA
HISPANA

caidas, son la mayor causa de accidentes en todos los sectores
econoémicos en la Union Europea desde la industria pesada hasta
el trabajo de oficina. Con ellos esta relacionado el 24% de todos
los accidentes laborales. En nuestro sector (experimentacion
animal), ciframos el porcentaje de accidentes por esta causa entre
el 6-15%.

Por el momento, segun informan desde el CTCR, el trabajo
que estdn desarrollando en materia de investigacién ha
proporcionado buenos resultados en la mejora de los coeficientes
de friccion en suelas (CoF) y la creacion de patrones mixtos con
subestructuras tanto macro como micrométricas. Esto ultimo da
lugar a aumentos en el CoF, lo que implica la reduccién de
accidentes por resbalones, y minimiza a su vez los danos
personales y econdmicos que afio tras afo se siguen produciendo
en este ambito.

En 2012, un equipo de cientificos de la Universidad de
Massachusetts Amherst inventé inspirado en las patas del geco
un dispositivo llamado Geckskin, que permite pegar y despegar
facilmente un objeto de mas de 300 kg en una pared lisa. El
descubrimiento aparecié publicado en la revista Advanced
Materials.
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;Y TU QUE OPINAS?

Dolor y Enterotoxemia

José Luis Martin Barrasa", Francisco J. Chamizo Lopez’, M Xosé Ferndndez Macia', Ana Bordes Benitez’

1. Servicio de Experimentacion Animal. Unidad de Investigacion. Hospital Universitario de Gran Canaria, Dr. Negrin.

Las Palmas de Gran Canaria. Espana.

2. Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologfa. Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria.

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Arucas. Espana.

3. Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario de Gran Canaria, Dr. Negrin. Las Palmas de Gran Canaria. Espana.

Conejo New Zeland, macho de 3,5 afos y 3700 g de peso.
Estabulado individualmente en rack con dimensiones
homologadas segtin RD 53/2013, paredes transparentes que
permiten contacto visual con otros individuos, piso perforado de
plastico bajo el que se encuentra una bandeja extraible con viruta
para recoger orina y heces sin contacto con los animales, con 1
comedero de acero inoxidable y biberén externo de plastico, con
tetina de acero inoxidable. Alimentacién en forma de pellets para
conejos de granja, Capisa®, administrado ad libitum. Agua: red de
abasto, hiperclorada 3ppm. Para la cama se utiliza viruta de
madera de haya y se coloca en las bandejas sanitizadas de las
jaulas, como cama, pero sin contacto.

- Pertenece a un lote de animales a los que se les ha
practicado una nueva técnica, en estudio, de iridectomia.
Tras una semana post intervencion, observamos una
disminucién del apetito sin causa aparente a lo largo de
los udltimos 5 dias. La medicacion recibida hasta el
momento, que el investigador prescribia para los
animales intervenidos quirdrgicamente, consistia en
Ampicilina: 8 mg/kg/24h vo x 10 dias, comenzando 2 dias
previos a lairidectomia.

- Eritromicina: 2 g/L agua de bebida x 10 dias, comenzando
2dias previos alairidectomia.

En el examen fisico observamos (ver Figura 1): secrecion
conjuntival en el ojo intervenido, signos leves de deshidratacion,
abundante caida de pelo y tensién en pared abdominal con dolor
a la palpacion. Un examen detallado de la superficie de apoyo de
lajaula, revela la presencia de diarrea mucosa moderada.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Diarrea y anorexia en New Zeland, macho, 3,5 afios y 3700 g de
peso intervenido de iridectomia hace 7 dias. Exudado
conjuntival, dolorabdominal y deshidratacion moderada.

Se realizo ecografia de abdomen, siendo el hallazgo principal
la existencia de acimulo gaseoso intenso, que ocupaba el ciego.
Simultaneamente, se realizd coprocultivo en aerobiosis, para
deteccion de enteropatdgenos y técnica de flotacion de heces
para protozoos y helmintos. Se evidencié ausencia de parasitos y
de bacterias Gram negativasy, por el contrario, presencia de cocos
Gram positivos, catalasa positivos, coagulasa negativos y
abundantes levaduras (ver Figura 2). Por ultimo, se realizé cultivo
microbiolégico del exudado conjuntival, aislandose una cepa de
Staphylococcus aureus, sensible agentamicinay enrofloxacina.




;Y TU QUE OPINAS?

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Resultado de coprocultivo: A: Placa de Petri con medio CLED
con colonias blanquecinas y color crema, correspondientes a
cocos Gram (+) y levaduras (Candida spp). B: Placa de Petri con
medio MacConkey agar, con ausencia de crecimiento.

El diagnostico presuntivo fue disbiosis intestinal con
fermentacion cecal por hipomotilidad gastrointestinal (HGI)
relacionada conunadieta aberrante.

{Ytuquéopinas?
¢Estasdeacuerdo con el diagnoéstico?

;Qué otras pruebas diagnésticas propondrias para asegurar
el diagnostico?

;{Qué tratamiento aconsejarias?

:{Qué técnicas de manejo nos propones como preventivas
antesituaciones futuras?

SOLUCION

La HGI es un cuadro clinico que acompafna a numerosas
patologias, normalmente asociadas a situaciones de estrés, dolor
o anorexia de cualquier etiologia. En nuestro caso concreto,
concurren varias circunstancias que, en nuestra opinion,
desencadenan este cuadro.

Por un lado, observamos una dieta basada exclusivamente en
granulado para conejos de granja, que normalmente presenta un
alto contenido proteico y bajo aporte de fibra. Este tipo de dieta
ha sido referida por algunos autores como causa desencadenante
de HGI en conejos (Fox et al, 2002; Brotons et al., 2004). Una
correccion en la dieta con un aporte de heno, alfalfa en rama,
hierba fresca y verduras estimula la motilidad gastrointestinal y
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previene el desarrollo de lipidosis hepética, muchas veces con
resultado fatal para el animal. Por otro lado, el olor del heno
parece estimular el apetito y ademas sirve para dar una sensacién
de seguridad, disminuyendo el estrés del animal.

Centrandonos ahora en el tratamiento antibidtico que ha
recibido el animal, debemos tener en cuenta que tanto la
Ampicilina como la Eritromicina presentan serios efectos
adversos sobre la funcionalidad intestinal en conejos. Las diarreas
y enteritis, en algunos casos fatales, han sido relacionadas
directamente con la administracién oral de estos dos
antimicrobianos. El tratamiento oral con dosis superiores a los 5
mg/kg de Ampicilina o a 3 g/L de Eritromicina en el agua de
bebida, esta desaconsejado por algunos autores por su toxicidad
(Morris et al., 1995). Esta podria ser la causa de la clara disbiosis
intestinal que, a la vista de los resultados del coprocultivo, nuestro
animal presentaba. La ausencia de Enterobacteriaceaes y la
proliferacién de levaduras asi lo evidencian. Por otro lado, la
proliferacion de clostridios en conejos adultos, ha sido
relacionada con factores como el dolor, estrés, la disbiosis
intestinal y/o la administracion de antibidticos (Fox et al.,, 2002). El
diagnostico presuntivo de la enterotoxemia de los conejos,
causada por cepas productoras de toxina lota de Clostridium
spiroforme, se basa en la demostracion de la bacteria en el
intestino del animal afectado. La visualizacién de bacterias Gram
positivas de forma circular o espiral en una impronta del
contenido cecal es la técnica de rutina. Sin embargo, el
diagnéstico definitivo de este cuadro comprende el aislamiento y
la identificacion de la bacteria y su toxina. Asi, para el aislamiento
de Clostridium spiroforme se ha recomendado centrifugar el
contenido cecal, o las heces, a 20.000 g, 15 min, 4°C, y cultivar en
anaerobiosis estricta lainterfase entre el sobrenadante y el pellet.

Como hemos indicado, para el control de la enterotoxemia
debemos centrarnos en prevenir los factores desencadenantes. El
aporte de fibra, el control del dolor y, sobre todo, un uso racional
de los antibiéticos, es fundamental. En ese sentido, la
administracion topica o parenteral de los mismos es preferibleala
via oral. La gentamicina o la enrofloxacina podrian ayudarnos
como tratamiento profilactico tras la intervencion en el iris, y
ademas a tratar la infeccion local del ojo afecto. No debemos
confundirnos con la administracion de estos antibiéticos, u otros,
para el tratamiento frente a C. spiroforme. No existe evidenciadela
efectividad de los mismos para esta patologia concreta en
conejos. Por el contrario, si que se recomienda un buen aporte de
fluidos y el empleo de colestiramina, una resina intercambiadora
de iones que acttia bloqueando a la toxina de esta bacteria
(Lipmanetal., 1992).




;Y TU QUE OPINAS?

La reposicion de la flora bacteriana no debe llevarse a cabo
con fermentos lacticos como Lactobacillus spp., ya que estos
gérmenes no son componentes habituales de la flora
gastrointestinal en conejos. Una buena alternativa es la
administracion de cecotrofos de conejos sanos, mezclados en la
dieta.

Por dltimo, debemos profundizar un poco mas en el factor
dolor. No observamos tratamiento analgésico post iridectomia, y
ya hemos hablado de su papel determinante en los cuadros de
HGI (Brotons et al., 2004). Debe recordarse que el dolor acentta
aun mas la HG, asi cuando exista dolor (relacionado o no con el
tracto gastrointestinal) tenemos que emplear analgésicos. Es por
ello que el empleo de éstos nunca debidé pasar inadvertido.
Dependiendo de los objetivos del estudio, podriamos usar una
gran variedad de farmacos: desde los opidceos clasicos
(buprenorfina 0,02-0,1 mg/kg/8-12 h scoim) hastalos AINEs como
el carprofeno (1,5mg/kg/12h po) o el tepoxalin (10 mg/kg/24h po)
que han dado excelentes resultados.

Como complemento al tratamiento propuesto, podemos
emplear metoclopramida (0,5 mg/kg/8h vo) y clanobutina (10
mg/kg/12h sc) como estimulantes de la motilidad y de las
secreciones gastrointestinales respectivamente. Si los animales
llevaran mas de 24 h sin comer, la ranitidina (2 mg/kg/24 h iv) seria
util para evitar laformacion de ulceras gastricas que podrian llegar
aperforarla pared del estdmago y desencadenar peritonitis.
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INTRODUCCION

Las condiciones de alojamiento de los animales de
laboratorio juegan un papel importante en su bienestar. Sin
embargo, en muchas ocasiones, el disefo de los sistemas de
alojamiento se ha basado mas en aspectos econémicos y
ergonémicos (Baumans, 2005), que en las necesidades de la
especie a alojar. Con el fin de mejorar las condiciones de vida e
incrementar las oportunidades para que los animales realicen el
repertorio de comportamiento especifico de su especie, se han
disenado diferentes programas de enriquecimiento ambiental.

El enriguecimiento ambiental son todas aquellas
modificaciones del ambiente en el que viven los animales en
cautividad, que se establecen con el fin de mejorar su bienestar
fisico y psicologico mediante estimulos adaptados a sus
necesidades especificas (Newberry, 1995).

Donald Hebb (1947) fue el primero en comprobar los
beneficios del enriquecimiento ambiental. El Dr. Hebb describid
que ratas alojadas en condiciones estandar de laboratorio (4-5
ratas por cubetas y sin objetos) mostraban una peor capacidad
cognitiva que las ratas que tenia como mascotas alojadas
libremente en su casa. Desde entonces, se han realizado
numerosos estudios que demuestran los efectos beneficiosos de
laestimulacién ambiental.

La legislacion actual -mediante el RD53/2013, Anexo Il, 3.3 b)
Enriquecimiento ambiental- establece que: “Todos los animales
deben disponer de un espacio de la complejidad suficiente para
permitirles expresar una amplia gama de comportamientos
normales. Deben contar con cierto grado de control y eleccion de su
entorno, para reducir los comportamientos inducidos por el estrés.
Los establecimientos deben contar con técnicas de enriquecimiento
adecuadas que amplien la gama de actividades al alcance del
animal y desarrollen su capacidad de adaptacion, como el ejercicio
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fisico, la busqueda de comida y las actividades de manipulacion y
exploracion en funcion de la especie. El enriquecimiento ambiental
del recinto de animales debe adaptarse a las necesidades
individuales y a las propias de la especie. Las estrategias de
enriquecimiento de los establecimientos deben revisarse y
actualizarse con regularidad” Tal y como se indica, seria
importante establecer los programas de enriquecimiento
ambiental en funcion de la especie y analizarlos en términos del
beneficio para el animal, evaluando su uso y preferencia, asi como
su efecto sobre el comportamiento y los parametros fisiologicos.
Del mismo modo, seria necesario evaluar también el impacto de
dicho enriquecimiento sobre los resultados cientificos (Baumans,
2005).

ETOGRAMA

El primer paso para disefar un programa de enriquecimiento
ambiental es conocer el repertorio de conductas propias de la
especie o etograma.

Todas las especies animales se caracterizan por tener una
serie de necesidades etolégicas o conductuales que deben poder
expresar normalmente. Estas necesidades las podemos clasificar
en:

- Comportamiento social

La mayor parte de las especies animales de laboratorio son
sociales, por lo que deben alojarse en grupo, en un nimero
adecuado de individuos, evitando reintroducciones de nuevos
animales en la medida de lo posible, para que puedan formarse
grupos estables. El alojamiento individual debe evitarse en la
medida de lo posible. Excepcionalmente, se podran individualizar
cuando se den casos de agresividad severa y/o cuando el
procedimiento experimental lo requiera, previa aprobacion por el
comité ético.
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- Refugio

Los animales de laboratorio son mayoritariamente presas en
estado salvaje, por lo que presentan de forma innata conductas
de escape y defensa. Estas respuestas innatas se pueden
minimizar si disponen de refugios. Los roedores, ademas,
presentan tigmotaxia o tendencia natural a situarse junto a las
paredes o superficies rugosas, mientras que rehusan los espacios
abiertos.

- Ejercicioyexploracién

El tamano reducido de los recintos donde se alojan los
animales dificulta el ejercicio fisico. De este modo, hay que
ofrecerles estructuras que les ayuden a fomentar la actividad. Hay
que tener en cuenta que es necesario revisar y rotar de manera
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periddica los elementos de bienestar animal introducidos, para
favorecerla novedady la exploracion.

- Busqueda o captura del alimento

Los animales en libertad suelen dedicar un elevado
porcentaje de su tiempo a la busqueda o captura del alimento,
este comportamiento se suprime cuando se encuentran en
cautividad. Es por ello que se aconseja dificultar el acceso a la
comida, escondiéndola, para mantener activa esta conducta.

En el caso concreto del ratén de laboratorio podemos
encontrar todo lo relacionado con su etograma en la siguiente
pagina web de la Universidad de Stanford:
https://web.santford.edu/group/compmed/cgi-
bin/index.php (verTabla 1).

Tabla 1.- Esquema del etograma de raton, en el que se muestran las conductas propias de la especie.

ETOGRAMA

Comportamiento exploratorio

Buscar, vigilar, explorar, aproximarse, investigar

Interacciones de afiliacion

Interacciones combativas

Comportamiento amenzante, comportamiento agresivo,
comportamiento de huida y sumisién,
comportamiento defensivo

GENERALES
ACTIVIDADES Comportamiento sexual
Comportamiento maternal
Comportamientos anormales
MANTENIMIENTO Beber, comer, asearse, creacion de nido
INACTIVIDAD DORMIR, VIGILIA

DIFERENTES TIPOS DE ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

Existen diferentes soluciones de enriquecimiento segun las
necesidades conductuales (verTabla 2):

- Comportamiento social

En ocasiones, y por necesidad de los estudios, los animales se
tienen que alojar individualizados. Podemos reducir el estrés
asociado reintroduciendo los animales al grupo cuando ya no sea
necesario el aislamiento (siempre que sea posible),
manipulandolos diariamente o afadiendo mas elementos de
enriquecimiento ambiental (casitas, rollos de cartén, etc.).

- Refugio

Debemos facilitar recursos disenados en funcion de la especie
para que los animales puedan esconderse. Estos recursos van
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desde material para hacer nido hasta casitas.

- Ejercicioyexploracién

Las jaulas donde se encuentran estabulados los animales
deben ser de unas dimensiones que les permita realizar ejercicio
(explorar el entorno). Se pueden afadir estructuras que lesinciten
a estar activos como plataformas, ruedas, estructuras para escalar,
etc. Con el fin de aumentar la exploracién, es aconsejable ir
rotando los elementos, para que no pierdan novedad.

- Busgueda o capturadel alimento

Es otra forma de exploracién y se puede conseguir
escondiendo la comida entre la viruta o lugares de dificil acceso, o
presentandola de forma que les lleve mas tiempo alimentarse.
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Tabla 2.- Los diferentes tipos de enriquecimiento.

Con Contacto Parejas o grupos
SOCIAL - = - — -
Sin Contacto Estimulos visuales, auditivos, olfativos
Alojamiento Espacio mayor al minimo requerido
Fisico Sensorial Estimulos visuales, auditivos, olfativos y tactiles
Nutricional Basados en la dieta

Los elementos empleados para afadir enriquecimiento
ambiental serdn diferentes segln la especie con la que estemos
tratando. En el caso de trabajar con ratones pueden estar en
contacto directo con los animales (casas de cartén/polisulfona,
tubos de cartén, papel de bano, rollos de algodén, tubos de PVC,
etc.); pueden ser estimulos olfativos a base de esencias o incluso
auditivos mediante musica tranquila por debajo de los 80 dB. Se
pueden encontrar diferentes tipos de enriquecimiento en la
pagina web: http://www.enriquecimiento.net.

PROGRAMAS DE ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

Un programa de enriquecimiento ambiental debe mejorar el
bienestar del animal, sin afectar negativamente a los resultados
experimentales ni suponer una carga extra para el personal que
trabaja con los animales, ademas de ser viable econémicamente.

Un modelo utilizado en animales mantenidos en cautividad y
que puede extrapolarse a los animales de laboratorio es el
método S.P1.D.E.R: http://www.animalenrichment.org/spider/
(verFigura1).

4.- DOCUMENTAR

1.-ESTABLECER OBIETIVOS -

|

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Representacion grafica de los pasos del método S.P.L.D.E.R.

Este método consiste en 6 pasos:

1) Establecerobjetivos (S-Setting goals)

El establecimiento de los objetivos a alcanzar empieza en el
momento en que un animal llega a nuestras instalaciones. Para
poder establecerlos debemos conocer el historial del animal, asi
como los comportamientos que queremos resaltar o minimizar
mediante nuestro programa de enriquecimiento.

2) Planear (P-Planning)

Implica la creacion de un programa de enriquecimiento para
lograr los objetivos deseados. El enriquecimiento debe permitir a
los animales escoger y tener el control dentro de suambiente.

El desarrollar un plan conlleva varias decisiones como:

- ;Quécomportamientos se deben deacentuar?

- (Quéfuentesson necesarias para nuestro programa?
- ;Doéndesellevaraacaboel enriquecimiento?

- ;Hayalgtin problema de seguridad?

3) Implementar (I-lmplementation)

Hace referencia a la ejecucién del programa de
enriquecimiento. Programar los diferentes pasos de nuestro
programa en un calendario puede permitir una mejor planificacion
y garantizar que los elementos estén disponibles.

4) Documentar (D-Documentation)

La documentacion se puede conseguir de varias maneras. Se
pueden tener registros escritos, videos, fotos o programas de
seguimiento informaticos. Todos estos datos proporcionan una
valiosa informacion para examinar las tendencias y evaluar las
estrategias de enriquecimiento.

5) Evaluar (E-Evaluation)

La evaluacion se puede llevar a cabo de distintas maneras,
pero es necesario saber que es un punto fundamental, aunque en
ocasiones se pase por alto. La valoracion de tendencias y pautas es
de gran ayuda para el personal que se encarga del cuidado de los
animales, para tomar decisiones sobre si continuar con una
estrategia particular, hacer ajustes o abortar iniciativas de
enriquecimiento adoptadas. Hay gue tener en cuenta que una
iniciativa puede ser utilizada por los animales de manera diferente
ala planeada, hecho que no tiene porqué ser negativo.
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6) Reajustar (Re-Adjustment)

El reajuste del programa ocurre durante todo el proceso,
aunque los ajustes de los programas de enriquecimiento suelen
ocurrir regularmente antes de proporcionar el enriquecimiento,
después de la evaluacion de la documentacion, e incluso en el
proceso defijacién de objetivos.

AGRESIVIDAD ENTRE MACHOS: ;BENEFICIOSA O MAL
ADAPTATIVA?

En su habitat natural, los ratones dominantes macho viven en
grupos sociales con hembras con su progenie y machos
subordinados. El dominante defiende su territorio y sus recursos,
las hembras, la comida y su nido. Los machos subordinados
familiares son generalmente tolerados dentro de los limites
territoriales (Crowcroft, 1966; Mackintosh, 1970,1973; Hurst et al.,
1993). La agresién entre los machos de un grupo socialmente
estable puede ser parte de una estrategia de comportamiento mas
amplia, en la que todas las conductas de un animal estén dirigidas a
alcanzar un mismo objetivo (Benus et al,, 1990a,b, 1991; Sluyter et
al, 1995). En la naturaleza, los ratones muestran nimeros de
poblacién ritmicos. Una poblacion puede alcanzar un nivel 6ptimo
de congéneres, que posteriormente puede decrecer, aumentando
posteriormente, y asi sucesivamente. Parece que cuando los
ratones viven en pequefios grupos es beneficioso poseer un
caracter robusto, lo que implica ser agresivo y poco flexible, para
aumentar las posibilidades de supervivencia. Cuando el tamafo de
la poblacion aumenta, sin embargo, es beneficioso tener un
caracter mas flexible. En el medio silvestre, los ratones mas flexibles
migran a otros territorios y tienen mas éxito en la construccion y el
mantenimiento de un nuevo territorio (Busseretal., 1974).

Aunque potencialmente perjudicial, la agresién puede ser
considerada como un efecto beneficioso a corto plazo. En tales
situaciones, diversos mecanismos fisiolégicos y de
comportamiento evitan que la agresion se intensifique a niveles
que son realmente perjudiciales. En el laboratorio, cuando los
ratones machos estan alojados en grupo, un cierto grado de
agresividad puede ser considerado como normal o natural. Sin
embargo, en ocasiones este grado puede ser tan alto que afecta al
bienestar animal (Van Oortmerssen, 1971; Bisazza, 1981; Brain &
Parmigiani, 1990).

Son varios los factores importantes que contribuyen al
aumento de la agresividad en los ratones de laboratorio:

- Fondogenético

Para lograr la estandarizacién genética, lineas consanguineas,
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se han seguido programas de reproduccién selectiva e intensiva,
focalizédndose en obtener ciertos rasgos morfolégicos, fisiolégicos
o de comportamiento. Durante el proceso de consanguinidad,
varias cepas de ratén se han vuelto muy agresivas, ya sea como
efecto secundario de la cria selectiva o porque el comportamiento
agresivo fue el criterio de seleccion principal (Bisazza, 1982;
Mondragoetal., 1987; Guillot & Chapouthier, 1998; Parmigianietal.,
1999). Las sefnales de olor, que son importantes para el
reconocimiento e identificacion del estatus social, parecen ser
similares entre familias dentro de cepas consanguineas, lo que
puede obstaculizar el reconocimiento individual (Nevison et al,
2000). De esta manera, la conducta social puede verse alterada
aumentando la agresividad.

-  Comportamiento social perturbado inducido por el
ambiente

Los ratones de laboratorio, debido a que viven en una zona
acotada y delimitada, pueden presentar alterado su
comportamiento social. Los ratones subordinados no pueden huir
de los ratones dominantes, ya que no pueden salir del territorio.
Esto conlleva que se frustre lo que seria una respuesta conductual
apropiada, que aumente la agresividad y el sufrimiento en el raton
subordinado, que el macho dominante pueda responder de forma
mas agresiva, lo que puedellevarala muerte del subordinado.

- Faltade controly de previsibilidad

Como se ha mencionado anteriormente, el alojamiento dentro
de un animalario puede frustrar muchas conductas naturales. La
falta de previsibilidad también puede llevar a este extremo. La
continua visita de personas a las salas puede generar estrés y un
aumento de la agresividad redirigida (Broom & Johnson, 1993). Por
otra parte, los procedimientos experimentales o de cria fuera de
rutina, a los que los ratones no pueden anticiparse, pueden
aumentar las agresiones (Broom & Johnson, 1993). Otro factor a
tener en cuenta es la limpieza, ya que la suciedad de las cubetas
también puede aumentar la agresividad entre los individuos (Gray
& Hurst, 1995). No podemos olvidar que la agresividad severa
afecta el bienestar psicoldgico yfisioldgico de las victimas (National
Research Council, 1992), y que puede interferir con los resultados
experimentales.

RECOMENDACIONES PARA EL MANEJO DE RATONES MACHO
EN UNANIMALARIO

Sobre |a base de la informacion presentada en esta revision, se
pueden formular las siguientes recomendaciones:
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- Laindividualizacién de los ratones debe evitarse siempre
queseaposible.

- En cuanto al enriquecimiento ambiental, proporcionar
siempre material para hacer nido. Cuando se introduce
por primera vez, disminuye la agresiéon entre machos y, a
largo plazo, puede ayudar a los animales a superar
situaciones estresantes.

- El nido debe ser transferido de una cubeta a otra, cuando
se haga el cambio, ya que reduce la ansiedad y la
agresividad.

- Alojar los machos en grupos de tres. Los tamanos de
grupo mas grandes pueden disminuir la posibilidad de
que se desarrolle una jerarquia estable, mientras que la
vivienda de parejas puede aumentar la agresion, y la falta
de comodidad social puede inducir sintomas de
depresién en el subordinado.

- Las perturbaciones durante un experimento deben
limitarse en la medida de lo posible, ya que pueden crear
situaciones en las que se produzca una agresion excesiva.
Es necesario investigar mas a fondo si la frecuencia, la
duracién, el tipo y la gravedad de las perturbaciones
influyen en el desarrollo de una agresion excesiva.
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Luces y sombras de las herramientas CRISPR/Cas
en la transgeénesis animal

Sagrario Ortega
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Han pasado cinco afos desde que Jennifer Doudna y
Emmanuelle Charpentier propusieran por primera vez la
utilizacion del sistema CRISPR/ Cas como herramienta de edicién
génica universal. Durante estos cinco afios, laboratorios de todo el
mundo han incorporado este sistema a su caja de herramientas
genéticas particular y han demostrado su utilidad en areas muy
diferentes, incluyendo la reciente modificacién de embriones
humanos para corregir alteraciones genéticas incompatibles con
la salud (Ma et al, 2016). Una de las areas en las que las
herramientas CRISPR han tenido mas impacto es la Biotecnologia
Animal, por su utilidad para introducir mutaciones dirigidas en la
linea germinal de practicamente cualquier especie. Sin embargo,
el sistema CRISPR/Cas, en su estado actual, proyecta luces y
sombras en la generacion de animales modificados
genéticamente que es importante conocer antes de optar por
esta estrategia.

QUE ES Y QUE HA APORTADO CRISPR/CAS AL CAMPO DE LA
TRANSGENESIS ANIMAL

La modificacién genética de la linea germinal en animales es
uno de los logros cientificos mas importantes de las Ultimas
décadas. Gracias a ella ha sido posible avanzar en el conocimiento
de la funcionalidad del genoma, asi como generar modelos
preclinicos de enfermedades. Durante mas de veinte afos, la
unica metodologia disponible para modificar genes de forma
dirigida y especifica en la linea germinal de mamiferos ha sido la
recombinacién homéloga del ADN en células madre
embrionarias, también llamada “gene targeting”. Esta tecnologia
se desarroll6 a lo largo de la dltima década del siglo pasado y su
impacto cientifico fue reconocido con la concesién del Premio
Nobel de Fisiologia y Medicina a los investigadores que |a hicieron
posible, Martin Evans, Mario Capecchi y Oliver Smithies en 2007.
Pero el gene targeting tiene algunas limitaciones. Debido a la baja
eficiencia de la recombinacion de secuencias homologas de ADN
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en mamiferos, las modificaciones genéticas no pueden
introducirse directamente en embriones, sino que es necesaria la
utilizacion de células pluripotentes (células madre embrionarias o
células ES) como vehiculo de transferencia de mutaciones a la
linea germinal. Sélo después de un analisis exhaustivo de cientos
de clones de células ES en los que se ha incorporado un ADN
exdgeno es posible seleccionar algunos clones individuales
portando la modificacion génica deseada (recombinantes
homélogos), y reconstruir un animal microinyectando estos
clones en embriones huésped. Las Unicas especies de mamiferos
para las que hay disponibilidad de lineas de células ES con esta
capacidad son el ratén y, en mucha menor extension, la rata. Esto
limita el uso de esta tecnologia a estas especies. El cultivo de las
células ES para mantener su pluripotencialidad (capacidad de
generar todos los linajes celulares incluida la linea germinal) no es
sencillo y requiere entrenamiento especifico. A esto hay que
anadir que el proceso de generar ratones a partir de células ES es
largoy complejo.

El desarrollo de herramientas de ediciéon génica que
permitieran superar las limitaciones del gene targeting ha sido un
reto en los ultimos diez-veinte anos. Las primeras endonucleasas
dirigidas, las ZFN (Zinc Finger Nucleases) y las TALENs
(Transcription Activator-Like Endonucleases) son enzimas
artificiales que introducen roturas de doble cadena en secuencias
predefinidas del genoma. La rotura de doble cadena es una lesion
letal que la célula debe reparar para sobrevivir y para ello dirige
toda su maquinaria de reparacion al sitio de corte, aumentando
asi en ordenes de magnitud la eficiencia de reparacion. La
reparacion puede hacerse por dos mecanismos diferentes. El
mecanismo mas basico, NHEJ o unién de extremos no
homologos, es un proceso poco especifico que da lugar a la
introduccion de mutaciones llamadas INDELS (INsercion-
DElecién), que son pequenas inserciones o eliminaciones
(deleciones) de material genético en el sitio de corte. Siel corte de




Reproduccion y genética

la endonucleasa se dirige hacia una secuencia codificante, la
reparacion mediante INDELS puede resultar en un cambio de
marco de lectura o en otra mutacién que dé lugar a una proteina
no funcional, generandose un alelo knockout. Alternativamente,
la rotura puede ser reparada por recombinacién homaloga, bien
con la cadena complementaria del ADN, en cuyo caso se restaura
el alelo original (wild type) o suministrando un fragmento de ADN
exdgeno, homdlogo ala secuencia de nucleétidos que flanquea el
punto de corte en el genoma. Este ADN exdgeno puede ser
disenado para introducir mutaciones semejantes a las que se
pueden introducir por gene targeting: knockout, knockin,
mutaciones condicionales, etc., dirigidas al sitio de corte, sélo que,
debido a la presencia de esta rotura, la reparacién por
recombinacién homdloga es mucho mas eficiente. Esto hace
innecesario el uso de células ES, permitiendo realizar mutagénesis
dirigida del genoma directamente en cigotos mediante inyeccion
de los componentes en el prontcleo o incluso en el citoplasma de
embriones de una célula. Estas endonucleasas dirigidas, si bien
supusieron un gran avance tecnoldgico en especies para las que
no se dispone de células ES pluripotentes -como cerdo, oveja, 0
incluso rata- no han sido una alternativa real al gene targeting en
ratén, el modelo animal mads utilizado para estudios genéticos,
debido asucomplejidady, en muchos casos, su baja eficiencia.

Pero, una vez mas, los microorganismos han demostrado ir
por delante de nosotros en el disefio de herramientas genéticas.
Algunas bacterias y archaeas han desarrollado un sistema
enzimatico natural para introducir roturas de doble cadena en
secuencias pre-definidas del ADN, que supera en muchos
aspectos a las endonucleasas ZFN y TALEN, disefiadas por la
mente humana. Expertos microbidlogos llevaban muchos afnos
estudiando unas agrupaciones de secuencias repetidas en el
genoma de estos microorganismos tratando de entender, por
puro interés cientifico, qué significaban y para qué servian. Estos
estudios, al cabo de los anos, llevaron a la conclusién de que estas
repeticiones denominadas CRISPR, acronimo de Clustered
Regularly Interspaced Short Palyndromic Repeats (nombre
propuesto por Francis Mojica, Catedratico de Microbiologia en la
Universidad de Alicante, uno de los pioneros en el estudio de
estos sistemas) son parte de un mecanismo de defensa natural o
de inmunidad frente a la invasion de ADN exégeno proveniente
de bacteridfagos o de plasmidos. El mejor caracterizado y mas
utilizado de estos sistemas es el de la bacteria Streptococcus
pyogenes (Sp), pero actualmente se conocen diecinueve sistemas
CRISPRenglobados en seis tipos diferentes (Wright et al., 2016).

Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier propusieron por
primera vez en 2012 la utilizacion del sistema CRISPR/Cas de Sp
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como herramienta de edicion génica universal en cualquier
especie (Jinek et al., 2012). Para ello, sélo dos componentes de
este sistema son esenciales: la proteina Cas9 (CRISPR-associated
protein 9), una endonucleasa que introduce roturas de doble
cadena en el ADN y una pequefia molécula de ARN, llamada ARN
guia, que interacciona con la proteina Cas9 y la dirige a cualquier
posicion en el genoma cuya secuencia sea complementaria a la
del propio guia. El ARN guia estad formado, a su vez, por dos
pequefios ARNs que interaccionan entre si: el ARN transactivador
(TracRNA) que se une a la nucleasa Cas9, y el CRISPR ARN (CrRNA)
que contiene una secuencia de 20 nucledtidos que dirige el
complejo Cas9-guia a la secuencia de ADN complementaria a
estos 20 nucledtidos. El TracRNA y el crRNA pueden unirse
artificialmente mediante un puente de 4 nucleétidos formando
una sola molécula. Es necesario construir un ARN guia para cada
secuencia que se quiera cortar en el genoma, modificando, para
cada caso, esta secuencia de 20 nucleétidos. El Ginico requisito es
que la secuencia de ADN complementaria al guia se encuentre
inmediatamente seguida por el triplete NGG (llamado PAM o
Protospacer Adjacent Motif) en la direccion 3°, donde N es
cualquier base A, C, G o T. Si se da este requisito, Cas9 cortara el
ADN entre el tercer y el cuarto nucleétido anteriores (en direccion
5')alasecuencia PAM (ver Figura 1A).

tracARN




EMBRIONES MOSAICO

Figura 1.-Complejo CRISPR/Cas y su utilizacion para edicion génica
en embriones. A: Esquema del complejo endonucleasa
Cas9/ARN guia que contiene la secuencia de 20 nucledtidos
complementaria al gen diana. La secuencia PAM (NGG) se
muestra en naranja y las tijeras muestran la posicién en que
corta Cas9 las dos cadenas del ADN. B: Esquema de la
introduccion de los componentes del sistema en cigotos por
microinyeccion. C: Ejemplo de mosaicismo en embriones que
contienen una copia de GFP, microinyectados con Cas9 y un
ARN guia para generar un knockout (KO) de GFP. Los embriones
se inyectaron en estadio de cigoto y se cultivaron in vitro hasta
blastocisto. Los embriones ampliados son mosaicos de células
GFP KOy células que siguen expresando GFP. Laflechaindicaun
embrién en el que CRISPR no ha funcionado.

El sistema CRISPR/Cas funciona de forma muy similar a como
lo hacen las otras endonucleasas dirigidas, ZFNs y TALENSs, pero
hay dos diferencias fundamentales: |a interaccion ARN-ADN que
dirige la endonucleasa Cas9 a su secuencia diana es mas fuerte
que la interaccién proteina-ADN que tiene lugar en el caso de las
ZFNs y TALENS, lo que hace el sistema CRISPR/ Cas mas eficiente;
ademds, CRISPR/Cas es un sistema natural exportado de las
bacterias, en lugar de algo construido por ingenieria genética y,
en consecuencia, mucho mas facil de manejar. Ya no es necesario
ensamblar toda una enzima en el tubo de ensayo para cortar el
genoma en cada sitio elegido, basta con modificar 20 nucledtidos
en la molécula del ARN guia, lo que es extremadamente sencillo
para los biélogos moleculares.

En 2013, el grupo de Feng Zhang en MIT (Massachusetts
Institute of Technology) demostré por primera vez la utilidad del
sistema para edicion génica en células cultivadas (Cong et al,

2013) y poco después, el grupo de Rudy Jaenisch (MIT) en
colaboracion con Feng Zhang publicd por primera vez, en la
revista Cell, la utilizacién del sistema CRISPR/Cas para introducir
mutaciones dirigidas, knockout, knockin y alelos condicionales sin
necesidad de emplear células ES (Wang et al., 2013; Yang et al,,
2013) inyectando directamente en cigotos de ratén los
componentes del sistema: la endonucleasa Cas9, el ARN guiay un
ADN exégeno para reparar la rotura por recombinacién
homdloga. Esto ha sido un hito muy importante en la generacién
de ratones modificados genéticamente, ya que muchos
laboratorios en los que no estaba establecida la tecnologia de
células ES ahora tienen la posibilidad de generar todos estos
alelos sofisticados en el genoma utilizando practicamente la
misma tecnologia que para la generacion de ratones transgénicos
convencionales, descrita por primera vez por Gordon y Ruddle en
1980. Aunque esto ya era posible con las endonucleasas ZFN y
TALEN, CRISPR ha simplificado y ha hecho mucho mas asequible y
eficiente este tipo de abordajes, por lo que su uso ha crecido
exponencialmente en estos cuatro Ultimos afos, no sélo para la
generacion de ratones modificados genéticamente, sino también
para editar el genoma de otras especies animales.

VENTAJAS DEL SISTEMA CRISPR/CAS

El acronimo “FREE” define los principales atractivos del
sistema CRISPR/Cas: Facil, Rapido, Eficaz, Econdmico. Pero
ademas FREE (libre) representa lo sorprendentemente accesibles
que son estas herramientas, otra de sus grandes cualidades.

Tanto la endonucleasa Cas9 como los ARN guias pueden ser
adquiridos de diversas casas comerciales. Pero si un laboratorio
estd interesado en generar sus propios reactivos, en
aproximadamente un par de semanas puede hacerlo a partir de
herramientas ya disponibles y utilizando protocolos muy basicos
de biologia molecular. Addgene, http://www.addgene.org, una
organizacion sin animo de lucro en la que laboratorios de todo el
mundo depositan herramientas moleculares que han generadoy
utilizado en trabajos publicados, tiene una seccién dedicada a
herramientas CRISPR/Cas y pone estos reactivos a disposicion de
la comunidad cientifica. Asimismo, laboratorios dedicados al
desarrollo de la tecnologia CRISPR/Cas - entre otros el de Feng
Zhang en MIT (http://crispr.mit.edu), disponen, en su pagina
web, de programas de libre acceso en los que se pueden analizar
las secuencias de ADN que se quieren modificar y seleccionar la
guia o guias optimas dirigidas a dichas secuencias, en base a su
eficacia y a su menor riesgo de reconocer otras secuencias
similares en el genoma. Todas estas herramientas estan
disponibles para cualquier aplicacién en investigacion
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basica, pero el sistema es objeto de patente para su utilizacién con
fines comerciales. Actualmente, el Broad Institute (Harvard/MIT)
en Cambridge y Feng Zhang poseen la patente para la utilizacion
de CRISPR como herramienta de edicidon génica en células
eucariotas, pero la lucha por los derechos de la propiedad
intelectual continta entre este instituto y la Universidad de
Berkeley a la que pertenece Jennifer Doudna. Varios laboratorios
europeos también han entrado en litigio por la propiedad de
ciertos aspectos del sistema, por lo que el veredicto final todavia
esta pendiente.

Cualquier laboratorio técnicamente capaz de generar ratones
transgénicos por microinyeccion de ADN en prontcleo, puede
ahora también generar ratones knockout o knockin con CRISPR. La
microinyeccion de los componentes del sistema CRISPR se puede
haceren el pronticleo o en el citoplasma del cigoto (ver Figura 1B).
En nuestra experiencia no hemos visto diferencias en la eficiencia
de la generacién de alelos knockout o knockin entre estos dos
métodos de microinyeccion. La eleccion de uno u otro depende,
sobre todo, de las preferencias particulares y de la experiencia
previa de cada laboratorio. Alternativamente, la electroporacion
puede ser usada también para introducir los componentes de
CRISPR en cigotos (Hashimoto and Takemoto, 2015) si no se tiene
experiencia en microinyeccion.

El tiempo necesario para generar ratones mutantes, hasta la
FO (animales que nacen de la sesion de microinyeccidn) se acorta
considerablemente con CRISPR. No sélo se acorta el tiempo
empleado en generar los reactivos, sino que la obtencion de los
animales modificados genéticamente es también mas rapida. Al
suprimir la necesidad de generar quimeras a partir de células ES se
elimina uno de los cuellos de botella mas importantes del gene
targeting, ya que éste depende enteramente de la calidad de las
células ES y de su capacidad de contribuir a la linea germinal. La
eficiencia en la generacion de alelos knockout por creacién de
INDELS o por delecion de secuencias es generalmente superior al
30% de los embriones inyectados, y muchas veces superior al
80%. Ademas, muy frecuentemente, la microinyeccién de CRISPR
produce animales homocigotos knockout en la FO, por
maodificacion de los dos alelos en el cigoto. Aunque el mosaicismo
puede ser un obstaculo para estudiar estos mutantes
homocigotos en la FO, como veremos mas adelante, en esta
primera generacion se puede obtener ya alguna informacion de
cual puede ser el fenotipo asociado a la mutacion introducida, y
estos primeros animales que nacen de la inyeccion deben ser
cuidadosamente controlados y observados.
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En muchos casos puede resultar mas econémico, facil y
rapido generar un nuevo raton knockout con CRISPR que importar
la linea knockout, si ya existe, de otro laboratorio o fuente
comercial. Esto es particularmente cierto cuando se trata de
incorporar el nuevo alelo knockout a una linea modificada
genéticamente ya existente. Muchos de los modelos genéticos
con los que se trabaja en investigacion (por ej., modelos de
cancer) son lineas con genotipos complejos conteniendo
frecuentemente mas de cuatro o cinco alelos modificados
genéticamente. Introducir un nuevo alelo mutante en estas lineas
de raton mediante cruces implica generalmente muchos meses
de espera y un gran nimero de cruces hasta obtener el genotipo
deseado. CRISPR facilita este proceso, puesto que la nueva
mutacién puede ser introducida directamente en cigotos de la
linea mutante que ya poseen la combinacién de alelos mutantes
deseada, con una eficienciarelativamente alta.

LIMITACIONES DEL SISTEMA CRISPR/CAS

CRISPR/Cas facilita y acelera muy significativamente la
primera fase de la generacion de ratones mutantes, pero a partir
delaF0, el panorama se complica considerablemente.

Una de las limitaciones mas importantes es el MOSAICISMO:
el animal que nace del cigoto inyectado frecuentemente tiene
modificaciones genéticas diferentes en diferentes células. El
sistema CRISPR/Cas solo corta el genoma en una secuencia
predeterminada por la secuencia del ARN guia, pero a
continuacion, la reparacion de esa rotura es un proceso no
controlado que da lugar a la introduccién de mutaciones, que
pueden ser diferentes en cada célula, e incluso en lamisma célula,
en cada uno de los dos alelos del gen diana (ver Figura 1C).
Aunque CRISPR se inyecta en el embrion de una célula, el corte del
ADN se puede producir después de que el embrién se haya
dividido en dos o mas células, de forma que, en cada una, la
reparacion serd diferente. Como consecuencia, cada animal que
nace de una sesién de microinyeccién portara una combinacion
Unica de mutaciones, que puede llegar a incluir mas de una
decena de alelos diferentes. Esto hace que el genotipado de la FO
sea también complejo. Generalmente, se genotipa una pequena
biopsia del extremo de la cola del animal, pero este tejido puede
no ser representativo de las mutaciones presentes en la linea
germinal y las mutaciones encontradas pueden no ser
transmitidas a la descendencia. El problema se incrementa
exponencialmente cuando se usa CRISPR para introducir mas de
un alelo mutante a la vez, en el mismo embridn, utilizando varias
guias simultdneamente (sistema multiplex) en combinacién con
la endonucleasa Cas9. Aunque con CRISPR este tipo de abordaje
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es posible, el genotipado de la FO puede resultar tan complejo que
puede ser mas practico, en general, introducir las modificaciones
genéticas una a una y después cruzar entre si los animales,
seleccionados por sugenotipoenlaF1.

Todo esto hace que el genotipado de los animales generados
con CRISPR sea lento y costoso, y en muchos casos un verdadero
cuello de botella. Analizar la transmisién de una mutacién en
particular puede implicar también un elevado numero de
animales y de cruces. Cuando esto ocurre, puede ser conveniente
recurrir a congelar esperma de los machos FO, como una opcién
para salvaguardar la linea germinal de los posibles founders y
reducir el nimero de cruces y de animales en uso. El genotipado
de este esperma puede ser mas informativo, en muchos casos,
que el de la biopsia de cola para detectar las mutaciones que se
transmitirdn via linea germinal. En el caso de las hembras FO se
puede recurrir a la congelacién de ovarios u oocitos, aunque estos
procedimientos son técnicamente mas complicados y la
recuperacion puede ser menos eficiente. En la generacion de
alelos knockin por CRISPR, especialmente en la introduccion de
pequenos cambios de secuencia (mutaciones puntuales) es
importante disefar bien la secuencia del ADN donante de forma
que, ademads de la mutaciéon deseada, se introduzcan otras
modificaciones que faciliten el genotipado de la FO. Siempre que
sea posible se debe considerar la creacion de una nueva diana de
restriccion o la eliminacion de una existente. Estas modificaciones
adicionales deben estarlo més cercanas posible a lamutacion que
se quiere introducir y deben ser silenciosas, es decir, no modificar
la secuencia de aminoéacidos en el caso de tratarse de un gen
codificante para una proteina.

Otra de las desventajas mas importantes del sistema
CRISPR/Cas, y en general de las endonucleasas dirigidas (ZNFs,
TALENSs) respecto al gene targeting, es la creacion de mutaciones
“offtarget” o inespecificas que se producen en otras posiciones del
genoma cuya secuencia tiene homologia parcial con la del ARN
guia. En el caso de la utilizacién de CRISPR/Cas directamente en
embriones, la frecuencia de mutaciones inespecificas parece ser
menor que la que se obtiene en cultivos celulares.
Probablemente, el corto tiempo de exposicion al complejo
endonucleasa/guia y quizas una menor accesibilidad de la
cromatina en el caso de los embriones, comparado con las células
proliferando en cultivo, puede hacer que se produzca el corte del
ADN sdlo en la secuencia mas favorable, es decir, la que es 100%
complementaria a la secuencia del ARN guia. En cualquier caso,
conviene comprobar que no hay cortes inespecificos al menos en
las 10 secuencias mas parecidas a la del guia o, si los hay,
comprobarque no se transmiten a la siguiente generacion.
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Por dltimo, aunque CRISPR hace posible la generacion de
alelos knockin directamente en embriones, no se puede
considerar todavia una tecnologia lo suficientemente robusta
para la obtencién de cualquier alelo knockin. En general, la
introduccién de mutaciones puntuales, por ejemplo para
modificar uno o varios aminoacidos consecutivos en una
secuencia codificante, o la integracion de pequenas secuencias
en una posicion concreta del genoma, sitios loxP/frt o secuencias
que codifican pequefas colas de unos cuantos aminoacidos, es
relativamente eficiente (10-20%); sin embargo, la insercion de
secuencias mas grandes, por ejemplo la secuencia codificante de
genes como GFP o CreERT2 o |a creacion de un alelo condicional
por integracion de dos secuencias loxP o frt, son bastante menos
eficientes. Nuevos métodos aparecen continuamente en la
literatura describiendo condiciones que mejoran esta eficiencia.
La utilizacion de largos fragmentos de ADN de cadena sencilla en
lugar de ADN de doble cadena, por ejemplo, parece mejorar la
eficiencia de la reparacién por recombinacién homologa
(Quadrosetal., 2017).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La tecnologia CRISPR/Cas ha supuesto un antes y un después
en la transgénesis animal facilitando la introduccién de
mutaciones dirigidas en la linea germinal de muchas especies. Sin
embargo, hoy por hoy, CRISPR/Cas tiene también importantes
limitaciones que con frecuencia resultan en un incremento en el
numero de animales a utilizar y en una mayor complejidad a la
hora de identificar las mutaciones relevantes. La optimizacion de
la reparacion por recombinacion homaéloga (frente a NHEJ) que
permita reducir el mosaicismo, junto con el desarrollo de sistemas
mas fieles, que reduzcan la frecuencia de mutaciones
inespecificas (off-target) contribuira a superar, en gran parte, estas
dificultades. Mientras tanto, el uso de las herramientas CRISPR
para hacer mas eficiente la recombinacién homéloga en células
ES puede ser una alternativa para la generacion de mutaciones
complejas.

Por otro lado, modificaciones del sistema CRISPR/Cas original
permiten su aplicacién no sélo para introducir o corregir
mutaciones en el genoma sino también para controlar la
expresion de genes (Pérez-Pinera et al., 2013), alterar el patron
epigenético del genoma (Hilton et al., 2015), analisis por imagen
molecular de estructuras genémicas como telomeros (Ma et al.,
2016), etc.

La aplicabilidad de las herramientas CRISPR/Cas a la edicion
génica, no sélo en el raton o en la rata, sino también en grandes
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mamiferos como cerdos o primates (Reardon, 2016) permitira
avanzar en la generacién de modelos preclinicos de
enfermedades genéticas en especies mas proximas
fisiolégicamente a los humanos, asi como abrir nuevos horizontes
alaBiotecnologia Animal.
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Modelos alternativos en investigacion
de enfermedades infecciosas

Oscar Zaragoza, PhD
Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Ill.

La investigacion en enfermedades infecciosas ha sido uno de
los campos prioritarios en medicina en los Gltimos siglos. Eluso de
modelos animales ha sido determinante en esta area, ya que su
utilizacion ha permitido definir los agentes causantes de estas
enfermedades, asi como los mecanismos de interaccion entre los
patégenosy el huésped. En las Gltimas décadas, el desarrollo de la
biologia molecular ha permitido ahondar en el conocimiento de
los mecanismos de virulencia, asi como de la respuesta inmune
desarrollada ante estos microorganismos. Ademas, los modelos
animales también han sido importantes para evaluar la eficacia de
nuevos farmacos y con ello, mejorar las estrategias terapéuticas
disponibles.

Aunque el uso de modelos animales (principalmente
roedores, lagomorfos y perros) es necesario en el avance del
conocimiento de las enfermedades infecciosas, los problemas
bioéticos asociados suponen hoy en dia una limitacion. Muchos
modelos de infeccion pueden inducir una sepsis aguda y
multiples alteraciones fisioldgicas en los animales. Para reducir el
sufrimiento animal, en los Ultimos afos se han implantado una
gran cantidad de medidas bajo el amparo de diferentes reales
decretos y leyes que regulan la experimentacion animal. En
particular, el Real Decreto 53/2013 establece las condiciones
necesarias para llevar a cabo experimentos con animales
protegidos. Este real decreto también define las categorias
profesionales requeridas para el manejo de animales (categorias
A, B, Cy D), que han sido reformuladas en la Orden ECC/566/2015
de 20 de Marzo de 2015 (funciones a, b, ¢, d y e). El principal
objetivo de estas leyes es disminuir el dolor y sufrimiento animal,y
tiene un beneficio no sélo bioético, sino también cientifico, ya que
la mejora de las condiciones en las que se realizan los
experimentos reduce el nimero de factores que pueden alterar
los resultados. En este contexto, las leyes enfatizan la aplicacion de
laregla de las 3Rs, que fue formulada por primera vez por Russell y
Burch (1), y que implica Reducir el niimero de animales utilizados
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en experimentacion, Reemplazar dichos animales por otros no
protegidos que posean un sistema nervioso primitivoy en los que
la sensacién de dolor sea minima, y Refinar los procedimientos
para llevarlos a cabo en las condiciones mas humanas posibles.

Asi pues, y con el fin de implantar la regla de las 3Rs en el
campo de las enfermedades infecciosas, hay cada vez una mayor
tendencia al uso de modelos no convencionales y no protegidos
por la ley para investigar mecanismos de virulencia, respuesta
inmune y eficacia de tratamientos antimicrobianos. Entre estos
modelos, se encuentran lepidopteros, insectos y nematodos (2,3).

Un concepto de la regla de las 3Rs es que estas
recomendaciones no son excluyentes. Al contrario, la aplicacion
de una de ellas implica la aplicacién de las otras. Por ejemplo,
reemplazar los animales protegidos por otros modelos no implica
eliminarlos totalmente, pero si reducir el nimero utilizado. De la
misma manera, el refinar los procedimientos también implica una
reduccion en el nimero de animales usados. Por esta razon, a dia
de hoy, el uso de huéspedes alternativos no hay que contemplarlo
como una opcién para reemplazar totalmente a los animales
protegidos, sino mas bien para reducir el numero y disefar
mejores experimentos.

Otra de las consideraciones que hay que tener en cuenta es
hasta qué punto es vélido utilizar modelos alternativos. En este
aspecto hay bastante confusion, ya que hay investigadores
contrarios a su uso debido a su baja homologia con vertebrados y
mamiferos. Por otra parte, otros investigadores proponen su uso
como un modelo valido para investigar mecanismos de
enfermedad, virulencia, etc. En mi opinidn, en este debate no hay
una postura objetiva y, por lo tanto, es facil posicionarse en
cualquiera de las tendencias. Posiblemente, lo mas razonable sea
una posicion intermedia, para la que es necesario conocer qué
informaciéon ofrecen los modelos no convencionales y
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alternativos, y para qué tipo de abordajes pueden ser utilizados.
También es recomendable conocer las limitaciones de estos
modelos y decidir en qué tipo de experimentos pueden ser
utilizados y en cuales no, sin pretender utilizarlos de manera
universal, pero teniendo en cuenta siempre su uso y su potencial.

En esta revision, voy a ofrecer una vision general de los
principales modelos alternativos utilizados en la investigacion de
enfermedades infecciosas, senalando en cada caso sus
mecanismos de respuesta inmune, los principales aspectos
técnicos a considerary las principales ventajas y desventajas.

LEPIDOPTEROS: GALLERIA MELLONELLA

Galleria mellonella es un lepiddptero que puede encontrarse
en forma larvaria, pupa o polilla. Es conocida como la gran polilla
de la miel o de la cera, ya que es una plaga de colmenas. Debido a
su tamano, es ampliamente utilizado como cebo vivo para
pequenas mascotas y en pesca. Durante su ciclo de vida, las
polillas adultas se encuentran como machos y hembras. Tras el
apareamiento y deposicidn y eclosion de los huevos, las larvas se
desarrollan durante varios estadios, proceso que dura alrededor
de 4 semanas, aunque puede extenderse a meses si se incuban a
bajas temperatura. El tamafo de las larvas adultas es de 3-4 cm, lo
que las hace faciles de manejar y visualizar. Finalmente, las larvas
entran en estado de pupa, que tras varios dias, resulta en la
aparicion de las polillas (4; veresquemaenla Figura 1).

Galleria mellonella

Apareamiento
machos y hembras

Deposicion y eclosion
de huevos

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Diferentes fases en las que se puede encontrar Galleria
mellonella durante suciclo de vida.
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Este lepidoptero se ha situado como uno de los principales
modelos alternativos para investigar factores de virulencia y
enfermedades infecciosas causadas por bacterias y hongos. Para
este proposito, se utilizan principalmente larvas adultas, en un
estadio anterior a la pupa (alrededor de 3 semanas antes). La
estructura de la larva es muy sencilla, ya que consta de un tubo
digestivo y un tubo neural que recorre la parte dorsal y cuerpo
graso, siendo la mayor parte del contenido un liquido
denominado hemolinfa.

Respuesta inmune de G. mellonella

La respuesta inmune de Galleria mellonella es innata, y tiene
parte celular y parte humoral (5; ver esquema en la Figura 2). El
principal componente de la respuesta celular estd compuesto por
hemocitos, que son células con capacidad fagocitica y de producir
compuestos antimicrobianos. Se han descrito hasta seis clases
diferentes de hemocitos. Con respecto al componente humoral,
comprende principalmente enzimas liticas (lisozima), péptidos
antimicrobianos (AMPs, como galerimicina, gloverina y
defensinas entre otros; ver 6) y la sintesis de melanina. Este Ultimo
componente se forma en respuesta a laintroduccion de particulas
extranas, y forma unos acimulos o nddulos facilmente visibles en
secciones histolégicas cuya principal funcién es contener la
replicacion de microorganismos en la hemolinfa.

Respuesta inmune de Galleria mellonella

| Respuesta celular \ | Respuesta humoral |

AMPs. Melanizacion

Hemaocitos
(fagocitosis, encapsulacion
y produccién de AMPs) .
1 Galeomicina Lisozima
= Gloverina
Prohemocitos
Plasmatocitos GD;feqsl_r&as
Celulas granulares Ll
Coaguloaios Galiomicina
Esferulocitos SR
Oenocit Moricin-like

Imagen suministrada por la autoria

Figura2.-Principales componentes de la respuesta inmune de G.
mellonella.

Galleriamellonella como modelo de huésped

Galleria mellonella se ha utilizado ampliamente en las Ultimas
décadas para investigar mecanismos de virulencia de patdgenos,
asi como la efectividad de compuestos antimicrobianos. La
infecciéon se realiza por introduccion directa de los
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microorganismos en la hemolinfa mediante microinyeccion
(alrededor de 10 microlitros'). A los pocos minutos de la
inoculacion, se suelen observar manchas negras alrededor de la
zona de inyeccion, debido a la acumulacion de melanina en esa
zona. Después, es muy sencillo visualizar la supervivencia de las
larvas, de manera que las larvas muertas pierden su movilidad y
ademas se tornan de color oscuro debido a una melanizacién
masiva.

La primera vez que se utilizé G. mellonella como modelo de
huésped en experimentos de infeccion fue en los anos 50 del siglo
pasado. Sin embargo, su principal uso ha emergido en los tltimos
15 afos. Existen en la actualidad numerosas publicaciones que
apoyan el uso de este modelo frente a infecciones bacterianas y
fungicas. También es un modelo que se ha utilizado con éxito para
ver la eficacia in vivo de farmacos antimicrobianos durante
infecciones causadas por cepas sensibles y resistentes (se pueden
consultar algunos ejemplos en 7-21). La facilidad que ofrece este
modelo también permite realizar rastreos masivos de colecciones
de cepas de microorganismos mutantes para identificar genes
involucrados en virulencia (22). Ademas de supervivencia, G.
mellonella puede utilizarse para investigar la respuesta innata, ya
que es sencillo medir el grado de melanizacion de la hemolinfa, la
produccién de AMPS y la capacidad fagocitica de los hemocitos
(18). Este lepidoptero ha llegado incluso a utilizarse como modelo
para investigar infecciones cerebrales (23). Por ultimo, es un
modelo optimo para investigar la eficacia de farmacos
antimicrobianos debido a su facil administracion y a la facilidad
para evaluar su efectividad en la supervivencia.

Ventajas y desventajas del modelo de G. mellonella

Las principales ventajas que ofrece este modelo son: 1) Es facil
de implantar en cualquier laboratorio sin necesidad de adquirir
equipamientos especiales, mas alla de las pipetas de
microinyeccion. 2) Debido a su tamano y ciclo de vida, las larvas
son faciles de manejar y no es necesario personal con una
formacion especifica. 3) Es muy facil determinar la viabilidad de las
larvas. 4) Su precio las hace muy asequibles para los laboratorios,
incluso aquellos de recursos limitados. 5) Es posible administrar
dosis exactas de farmacos y de microorganismos. 6) Se pueden
incubar en un rango amplio de temperaturas. Aunque la
temperatura optima de crecimiento es la ambiental y hasta los
30°C, las larvas toleran bien la incubacién a 37°C, con lo que es
posible realizar experimentos a latemperatura corporal humana.
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El uso de G. mellonellatambién presenta algunas limitaciones.
Por ejemplo, su genoma no es conocido y no es posible realizar
manipulacién genética. Ademas, también puede ser una
limitacién disponer de un proveedor fiable que proporcione las
larvas en condiciones optimas, ya que la mayoria de las veces se
adquieren de criaderos de cebo vivo, que normalmente no
controlan ni el estadio ni la ausencia de infeccion. Existen algunos
distribuidores que crian las larvas especificamente para
investigacion, aunque normalmente a un precio mucho mas caro.
Una posibilidad para solucionar este problema es establecer la
cria en los laboratorios. Este proceso, aunque es relativamente
sencillo, requiere de espacio confinado para evitar la liberacion de
las polillas, asi como de una planificacion muy ordenada para
realizar los experimentos en el momento en el que se dispone de
larvas del tamano adecuado.

NEMATODOS: CAENORHABDITIS ELEGANS

Otro de los modelos ampliamente utilizados en investigacion
de enfermedades infecciosas es el gusano Caenorhabditis elegans.
Es un gusano de vida libre que se encuentra en el ambiente y tiene
un tamano pequeno, de 1-2 mm en la fase adulta. Suimplantacion
como modelo de investigacion tiene su origen en los trabajos
clasicos de Sydney Brenner, quien obtuvo el premio Nobel gracias
asustrabajos sobre genética del desarrollo en este modelo (24,25).

Los gusanos de esta especie son hermafroditas y sélo una
pequefa poblacion son machos (ver revision en 26). Tras la
autofecundacion y deposicion de huevos (que puede ser de 200-
300 por individuo), las larvas pasan por varios estadios de
crecimiento (de L1 a L4; ver adulto en la Figura 3), aunque en
condiciones ambientales de estrés pueden entrar en una fase de
resistencia denominada Dauer, en la que pueden permanecer
meses.

Imagen suministrada por la autoria

Figura3.-Imagen de C. elegans adulto tomada con un microscopio
confocal.
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Caenorhabditis elegans es uno de los modelos mas
ampliamente utilizados en investigacion sobre desarrollo, cancer,
enfermedades neuronales, envejecimiento, muerte celular y
genética. Su cuerpo es transparente, lo que hace facil la
visualizaciéon de estructuras internas. Ademas, fue el primer
organismo pluricelular secuenciado completamente en 1998, y se
dispone de una gran variedad de herramientas genéticas que han
permitido poder obtener mutantes de manera facil. Suanatomiay
estructura estan perfectamente definidas, hasta el punto de que
se conoce el nimero exacto de células del gusano adulto.

Sistemainmunede C. elegans

Caenorhabditis elegans posee principalmente respuesta
inmune innata. Los principales componentes son las barreras
exteriores y los mecanismos de evasion (ver esquema en la Figura
4). Este gusano desarrolla un comportamiento que le permite
evadiragentes infecciosos (27). Este proceso se produce mediante
el reconocimiento por neuronas quimiosensitivas de
determinados componentes producidos por patdégenos, que
inducen una respuesta de evasion. Se han descrito algunas
moléculas producidas por determinadas bacterias que son
capaces de inducir este proceso (27).

Respuesta inmune de Caenorhabditis elegans
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Imagen suministrada por la autona

Figura 4.-Resumen de los principales mecanismos de defensa inmune de
C.elegans.

Otro de los mecanismos que posee C. elegans para evitar la
infeccion es la destruccion mecdnicade los microorganismosenla
amoladora de la faringe, que es una estructura que se encarga de
degradar mecédnicamente particulas exdégenas y
microorganismos para que sean digeridas en el intestino (ver
Figura5).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.-Detalle de la parte de la boca y de la parte inicial del intestino de
C.elegans, enlaqueseaprecialaamoladoradelafaringe.

Ademas de las barreras exteriores, C. elegans posee
mecanismos de respuesta inmune innata (ver revision en 28).
Curiosamente, C. elegans carece de células fagociticas
especializadas en captura y eliminacién de patégenos. Las células
del intestino poseen receptores del tipo PRR (pattern recognition
receptors), que reconocen componentes de patégenos, como la
pared celular bacteriana y fungica, ADN y ARN. Estos receptores
activan diferentes rutas de sefalizacién, siendo las principales la
dependiente de MAPKs, la ruta de respuesta a proteinas no
plegadas (UPR, unfolded protein response), la ruta de DAF-2
(insuline-like), TGF-B y autofagia. Estas rutas activan la produccion
de péptidos antimicrobianos, caenoporos, lisozima, lectinas y
radicales libres de oxigeno, que se encargan de atacar y degradar
alos microorganismos que logran penetraral interiordela larva.

Caenorhabditis elegans como modelo de huésped

En el caso de las enfermedades infecciosas, se ha demostrado
que C. elegans tiene un gran potencial como uso de huésped
alternativo. Lainfeccion de los gusanos se realiza por ingestion de
los microorganismos de interés. En condiciones de laboratorio, C.
elegans se mantiene en presencia de la bacteria Eschericia coli
(cepa OP50), la cual ingiere y le sirve de nutriente. Para realizar
infecciones, los gusanos se transfieren durante varias horas a
placas de agar que contienen extensiones con nuestro
microorganismo de interés. Tras ese tiempo, las larvas se
transfieren a placas o a medio liquido, donde se monitorizan los
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parametros a investigar. Hay que tener en cuenta que las larvas
adultas pueden producir huevos y, por lo tanto, a lo largo del
experimento se puede obtener una poblacién mixta de larvas
originales con su progenie. A priori, esto puede suponer un
problema cuando se realizan infecciones y experimentos de
supervivencia. Sin embargo, existen varias maneras de evitar el
proceso de deposicion de huevos. Por ejemplo, es muy comuin el
uso la cepa mutante de C. elegans glp4, que es estéril a 25C (29).
Alternativamente, también es frecuente el uso de la droga
fluorodeoxiuridina (FUDR), que causa esterilidad de las larvas al
inhibirla eclosion de los huevos (39).

La viabilidad de las larvas puede evaluarse de diferentes
maneras, siendo la observacién microscopica directa la mas
utilizada y mas facil de realizar. El principal indicador de la muerte
de las larvas es su falta de movilidad al tocarlas con la punta de un
alambre. También existen equipamientos que son capaces de
monitorizar de manera automatica la movilidad de las larvas,
aunque la disponibilidad de dichos equipos suele ser muy
limitada para la gran mayoria de grupos de investigacion.

Con todas estas consideraciones, son muy numerosos los
trabajos en los que se ha utilizado C. elegans como modelo de
huésped (verejemplosen 31-45).

Ventajas y desventajas del modelode C. elegans

El modelo de C. elegans ofrece multiples ventajas para
investigar enfermedades infecciosas. En primer lugar, es un
modelo facil de obtener e implantar en el laboratorio, y no
requiere equipamientos especiales para realizar infecciones y
monitorizacion de la viabilidad. Su precio es muy barato y ademas
es posible conservar los gusanos a -80°C, lo que hace que no sea
necesario mantenerlos perpetuamente en el laboratorio y
recuperarlos cuando sea necesario. Otra de las principales
ventajas de C. elegans es la facilidad para realizar manipulaciones
genéticas y de hecho, se dispone de una coleccién de mutantes
para la gran mayoria de genes que pueden ser adquiridos a un
precio muy razonable. Es un modelo 6ptimo para investigar la
funcion de determinados componentes de la respuesta inmune
frente a patdgenos. También es un modelo adecuado para realizar
ensayos a gran escala, ya que pueden cultivarse en placas
multipocilloy asi poder evaluar multiples condiciones en paralelo.
Por ello, es un modelo 6ptimo para evaluar la actividad de
compuestos antimicrobianos (46).

La principal limitacién de la experimentacién con C. elegans es
laimposibilidad de trabajar a altas temperaturas, ya que las larvas
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no pueden incubarse a T2 superiores a 26-27C. Por ello, no es
posible evaluar virulencia a temperatura corporal humana.
Ademas, la monitorizacion de la viabilidad puede ser un
procedimiento tedioso, ya que implica la evaluacién individual de
multiples gusanos en diferentes pocillos de manera microscopica.
Por ultimo, debido a la manera en la que se realizan las
infecciones, no es posible controlar la dosis de patégeno que
infectaacadalarva.

INSECTOS: DROSOPHILA MELANOGASTER

Otro de los modelos ampliamente utilizados en investigacion
biomédica es Drosophila melanogaster, normalmente conocida
como mosca del vinagre o mosca de la fruta. Este insecto se ha
utilizado clasicamente en genética y es facil de implantar y
mantener en el laboratorio. El tamafo de la mosca adulta es
pequeno (alrededor de 3 mm). Su ciclo de vida es similar al de G.
mellonella (ver revision en 47). Los huevos depositados por el
resultado del cruce de machosy hembras eclosionan y dan lugar a
un estado larvario que al cabo de unos 3-4 dias se transforma en
pupas, de las que apareceran las moscas. Las moscas tienen una
vida media de unos 3-4 meses.

Drosophila melanogaster ha sido utilizado como modelo de
investigacion durante el dltimo siglo, especialmente desde que
Morgan realizara los trabajos clasicos en este modelo
demostrando que la heredabilidad genética se basaba en los
cromosomas. Desde entonces se ha utilizado para investigar
enfermedades infecciosas, inmunologia, desarrollo,
envejecimiento, cancery enfermedades neurodegenerativas.

Sistema inmune de D. melanogaster

El sistema inmune de D. melanogaster depende
principalmente de respuestas innatas (ver revisiones en 48,49). Al
igual que en C. elegans, las barreras exteriores juegan un papel
primordial para evitar la adquisicién de patégenos. En este
sentido, D. melanogaster se ha usado como modelo para
investigar la respuesta inmune del intestino, ya que esta
estructura presenta similitud con el intestino de los vertebrados.
En su interior, se aloja una microflora muy diversa y es un lugar
expuesto a microorganismos que se adquieren por ingestion. La
principal barrera que impide su entrada al lumen es la matriz
peritrofica, que se alinea junto a las células epiteliales e impide la
entrada de patdgenos. Esta compuesta por una gran variedad de
proteinas con similitud a mucinas. En el control de la infeccién en
el intestino, juega un papel muy importante la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de AMPs. Las ROS se forman
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gracias a la acciéon de dos tipos de enzimas: NADPH oxidasas (Nox,
que producen perdxido de hidrégeno), y Dual oxidasas (Duox,
que producen tanto peroxido de hidrégeno como écido
hipocloroso). La produccion de ROS en el intestino se activa en
respuesta a componentes de patégenos, como el péptidoglicano.
Con respecto a los AMPs, su produccion varia segun la region del
intestinoy depende de rutas de sefalizacion, siendo la principal la
ruta Imd que, como se describira a continuacién, es una de las
principales vias que regulan lainmunidad en D. melanogaster (ver
representacion esquematica y resumida en la Figura 6). Ademads,
también presenta un sistema de reconocimiento y de respuesta
frente a infecciones virales, que depende de rutas de MAPK (ERK;
ver50).

Lumen Intestino

Patégeno

Matriz peritrofica

e

Membrana Basal

Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Representacion esquemadtica de los principales mecanismos de
defensa frente a patdgenos en el intestino de D. melanogaster.

Durante la infeccion sistémica, la respuesta celular depende
principalmente de hemocitos, que son equivalentes a las células
sanguineas de vertebrados (51). Se han descrito tres clases de
hemocitos: plasmatocitos (células fagociticas), lamelocitos (que
se encargan de la encapsulacion de cuerpos exdgenos) y células
cristalinas (cuya funcion principal es la sintesis de melanina). Es de
especial interés la investigacion de la fagocitosis por parte de los
hemocitos de D. melanogaster, ya que ha dado lugar al
descubrimiento de receptores homélogos y pardlogos en
vertebrados. Ademas, existen lineas celulares de D. melanogaster
que se pueden mantener facilmente en el laboratorio.

La respuesta humoral se basa en la produccién de melanina,
ROS y AMPs. Al igual que en G. mellonella, la melanizacién es una
de las primeras respuestas inducidas en respuesta a patégenos, y
se usa para la encapsulaciéon y secuestro de estos
microorganismos. Con respecto a la produccion de AMPs, se ha
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descrito que en infecciones sistémicas se produce principalmente
enelcuerpograso (equivalente el higado) y depende de NF-kB.

En D. melanogaster, se han descrito dos rutas principales que
regulan la respuesta inmune y produccién de AMPs: La ruta Toll, y
la ruta Imd (ver resumen en la Figura 7). La ruta Toll se activa
principalmente en respuesta a hongos y bacterias Gram+,
mientras que la ruta Imd se activa en presencia de Gram-. Los
receptores Toll presentan una particularidad, ya que no se unen
directamente a componentes de los microorganismos, sino a un
ligando enddégeno denominado Spétzle. Este factor funciona
como una citoquina y se activa por protedlisis en respuesta a
factores producidos por patdgenos (como proteasas, pared
fungica y péptidoglicano). La activacién de la ruta Toll produce
principalmente el péptido drosomicina. La ruta Toll es activa
principalmente en el cuerpo graso.

Respuesta celular

Hemocitos
/
plasmatocitos y células cristalinas
l lamelocitos

Fagocitosis Melanizacién

Encapsulacion

Respuesta humoral
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Figura 7.-Respuesta inmune sistémica de D. melanogaster.
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A diferencia de la senalizacion por Toll, la respuesta Imd no
depende de ningun ligando enddgeno y se activa por unién
directa a componentes producidos por patégenos, que son
reconocidos por los receptores PGRP-LC (situados en la
membrana) y PGRP-LE (intracelular). La activacién de la via Imd
resulta principalmente en la produccion del AMP diptericina.
Ademas de ser activa en el cuerpo graso, la ruta Imd también
regulalarespuestainmune en el intestino (ver Figura 6).
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Drosophila melanogaster también desarrolla respuestas
inmunes especificas en la defensa frente a infecciones virales. En
ellas, no sélo participan las vias Toll e Imd, sino que ademas
participan respuestas que inducen RNAs de interferencia (RNAi) y
que contribuyen a la destruccién del material genético de los virus
(verrevisionesen 52,53).

Por ultimo, la coagulacion de la hemolinfa también participa
en el control de particulas y microorganismos exégenos. Este
proceso requiere componentes celulares y humorales, y
contribuye al recubrimiento y contencion de patégenos.

Drosophila melanogaster como huésped

En el caso de las enfermedades infecciosas, el mejor ejemplo
que ilustra su aplicabilidad fue el descubrimiento de los
receptores Toll. En el trabajo original, los autores describieron
como moscas carentes del gen toll eran mas sensibles a la
infeccion por Aspergillus fumigatus, demostrando por primera vez
lafuncion clave de este tipo de receptores en larespuesta inmune
frente a determinados patégenos (54). Con posterioridad, esto
también se demostrd en mamiferos (Toll-Like Receptors). En
consecuencia, podria concluirse que el descubrimiento de los TLR
se realizé gracias al uso de D. melanogaster como modelo no
convencional enlainvestigacion patégeno-huésped.

En los modelos de infeccion, las moscas se pueden infectar de
varias maneras. La mas sencilla es mediante la ingestion del
patogeno de interés, paralo que se permite que los insectos estén
en contacto con cultivos del microorganismo. Ademas, también
se pueden realizar infecciones sistémicas mediante
microinyeccion, usando microjeringas capaces de inyectar
volimenes pequenos (alrededor de 50 nanolitros), o bien
simplemente a través de un pinchazo con una aguja impregnada
conel patégenodeinterés.

En los Gltimos afos, D. melanogaster se ha convertido en un
modelo muy usado para investigar los mecanismos de infeccion
causada por bacterias y hongos (ver ejemplos en 55-57), ya que es
sencillo visualizar la viabilidad y sensibilidad de las moscas a
patégenos. Ademds, la conservacion de algunas partes de la
respuesta innata lo convierte en un modelo éptimo para
investigar el papel de elementos especificos del sistema inmune
frente a la infeccion (como por ejemplo: receptores Toll, rutas de
senalizacion de MAPKs, mecanismos de RNA de interferencia,
etc.).
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Ventajas y desventajas del modelo de D. melanogaster

El uso de D. melanogaster ofrece varias ventajas como modelo
de huésped de infecciéon. En primer lugar, existe una gran
variedad de herramientas genéticas, con lo que es facil manipular
e investigar determinados componentes del sistema inmune.
Ademas, se pueden manipular facilmente ya que pueden
anestesiarse de multiples maneras y, por lo tanto, manejarlas de
manera individual. El modelo puede implantarse en
practicamente cualquier laboratorio ya que no se requieren
equipamientos especiales ni formacion especializada del
personal encargado de su manipulacién. Otra ventaja que ofrece
D. melanogaster en comparaciéon con C. elegans es que la
visualizacion de la viabilidad es muy sencilla y no requiere de
lupas o microscopios.

Aligual que en C. elegans, las principales limitaciones radican
en la dosis administrada y en la temperatura de incubacién.
Debido a la manera en la que se realizan las infecciones, es dificil
controlar la dosis exacta administrada a las moscas, lo que puede
causar variaciones inter-individuo en los experimentos. La
temperatura 6ptima de incubacion de las moscas suele ser baja,
con lo que no es recomendable realizar experimentos a
temperatura corporal humana, ya que se produce un estrés que
puede interferir con los resultados obtenidos. Por Ultimo, es un
modelo menos adecuado que G. mellonellay C. elegans cuando se
pretende evaluar la efectividad de compuestos antimicrobianos,
ya que no es obvio estimar la dosis de farmaco que se administraa
las moscas.

CONCLUSIONES Y DIRECCIONES FUTURAS

Las limitaciones bioéticas de los modelos vertebrados han
llevado a laimplantacion de modelos alternativos para investigar
enfermedades infecciosas. Su uso es cada vez mas aceptado y ya
son numerosas publicaciones en las que se aceptan modelos
alternativos para investigar virulencia o de eficacia de
antimicrobianos. Un beneficio de usar estos modelos es que es
posible aumentar la N de los experimentos de manera
significativa, con lo que se obtienen resultados estadisticos mas
robustos. Los mecanismos de respuesta inmune que desarrollan
también estan conservados y, en muchas ocasiones, se ha
demostrado una correlacion entre los resultados obtenidos con
huéspedes alternativos y vertebrados como ratones. Por ello,
estos modelos son actualmente una magnifica opcién para
realizar rastreos preliminares, usando una N alta y pudiendo
realizar experimentos en cortos periodos de tiempo (entre 3-7
dias), que ayudan a concretar y reducir el nimero de
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experimentos a realizar en modelos de vertebrados. En la tabla 1
se resumen de manera muy esquematica las principales
caracteristicas de los modelos descritos .

Tabla 1.- Caracteristicas de los modelos de G. mellonella, C. elegans y D.
melanogaster como huéspedes en modelos de infeccion.

Galleria Caenorhabditis Drosophila
mellonella elegans melanogaster
Control indculo Sl NO DIFICIL
Incubacion a 37°C sl NO NO
Precio ASEQUIBLE ASEQUIBLE ASEQUIBLE
Visualizacion viabilidad VISUAL MICROSCOPICA VISUAL
Herramientas Genéticas NO SI S

La falta de experiencia acerca de la correlacion de los
resultados obtenidos en todos estos modelos con vertebrados
hace que a dia de hoy no sean una opcién de reemplazo total de
animales protegidos. Por ello, es necesario en el futuro afianzar su
uso y acumular experiencia sobre las condiciones éptimas en las
que su utilizacion ofrece una opcion real de reemplazo. En
cambio, las ventajas que ofrecen los modelos alternativos si
pueden ser una opcidn real para sustituir muchos ensayos
realizados in vitro. También hay que considerar que la
disponibilidad de modelos no sujetos a la legislacién permite
realizar una cantidad de experimentos no previstos, lo que
permite ahondar en aquellos resultados inesperados, extranos o
no reproducibles, dificil de realizar en vertebrados. Todo ello
repercute en una ventaja, no solo bioética sino cientifica para los
grupos de investigacion que los usan, ya que ofrecen una
herramienta sencilla paraaumentar su productividad.

El principal aspecto que cuestiona hasta qué punto los
resultados obtenidos en modelos alternativos se correlacionan
con los modelos de vertebrados es la ausencia de inmunidad
adaptativa (linfocitos, producciéon de anticuerpos, citoquinas,
etc.). Por ello, se estdn implantando también en los Gltimos anos
modelos de formas embrionarias de algunos vertebrados en un
periodo de gestacion temprano (previo al cual estarian regulados
por la legislacion vigente). Se estan utilizando dos modelos: los
huevos embrionados de pollo y los embriones de pez cebra. En
particular, los embriones de pez cebra se estan imponiendo como
un modelo de investigacion biomédica y ya existen articulos en
los que se ha utilizado como huésped de infeccién. Su
implantacion y uso es laborioso y no es obvio para muchos
laboratorios, ya que requiere de instalaciones especificas
(acuarios) y experiencia en su manejo. Sin embargo, su gran
potencial puede hacer que sea uno de los modelos de referencia
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en el futuro en el campo de las enfermedades infecciosas. De
todas maneras, aunque el pez cebra tienen una inmunidad mas
desarrollada que los nematodos y los insectos, hay que considerar
que la inmunidad adaptativa no se desarrolla hasta los adultos,
con lo que el uso de embriones (que no estan protegidos por ley)
también presenta la limitacion de no poder evaluar la funcion de
respuestas adaptativas.

Por ultimo, en el contexto de la investigacion biomédica
actual, la busqueda de alternativas a los modelos protegidos es
una responsabilidad a adquirir por los investigadores, siempre y
cuando el reemplazo sea posible. Ademas, también es necesario
abrir el campo y evaluar los beneficios de nuevos posibles
modelos alternativos que en la actualidad no se estan usando. Por
ejemplo, no pueden descartarse las plantas como huéspedes y
que puedan también ofrecer modelos alternativos para investigar
enfermedades infecciosas humanas, dado que muchos
patdgenos son ambientales y son capaces de producir
enfermedades en plantas. La ampliacién del repertorio de
modelos no convencionales disponibles puede suponer también
un gran beneficio cientifico, ya que permitiria involucrar a
muchos mas laboratorios en lainvestigacion en Biomedicina.
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Tinciones y tejidos

Tinciones histoquimicas de utilidad
en experimentacion animal

Ana Isabel Nieto Ruiz de Zdrate

Unidad de Experimentacién Animal. Universidad de Granada Anapath. Laboratorio de Anatomia Patoldgica. Granada.

INTRODUCCION

En muchos proyectos con animales de experimentacion, la
histologia es la pieza clave para determinar si los resultados de
nuestro experimento son los que esperdbamos o no. La tincién es
el dltimo paso de los 5 que constituyen el tratamiento
convencional de un tejido antes de su observacion al microscopio.
A veces, con una tincion clasica de hematoxilina-eosina es
suficiente para llegar al diagndstico de una patologia, pero en
otras ocasiones, a ésta, hay que sumarle alguna otra que nos
permita poner en evidencia componentes de ese tejido que
puedan indicar una alteracién. El desarrollo de la
inmunohistoquimica nos ha permitido el uso de anticuerpos
especificos para marcar antigenos en animales de
experimentacion de forma precisa, pero no debemos olvidar por
ello los métodos convencionales de tincién, que resultan muy
utiles en determinados casos y suelen resultar mas econémicos.
Por otro lado, muchas de las tinciones clasicas se siguen usando
hoy en dia, otras se han visto reemplazadas y algunas se han
abandonado debido al uso de reactivos que resultaron ser muy
toxicos para sumanipulacion.

Pero previamente a la tincién, es necesario sefalar que una
buena fijacion de los tejidos es la base de una tincidn correcta. La
seleccion del fijador y la duracion seguin el tipo de tejido pueden
influir directamente sobre la capacidad de marcar un compuesto.
Por otro lado, un procesado incorrecto puede hacer inviable una
determinada tincién. Por ejemplo, no podremos fijar ni procesar
una muestra con alcohol si queremos luego tenir lipidos ya que
éstos se habran disuelto. Deberemos, por tanto, fijar con un
compuesto no alcohdlico y utilizar la congelacién para preservar
la muestra, realizando los cortes directamente en el tejido
congelado.

Tras la fijacion, el procesado, la inclusién en parafina y la
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seccion mediante un microtomo o criotomo, la tincion con
distintos compuestos quimicos permite el estudio de érganos y
tejidos, y sucomposicién.

En esta pequena revision, hemos intentado dar una vision
muy general de algunas tinciones convencionales que pueden
ser una opcion previa a la realizacion de una técnica de
inmunohistoquimica. Hemos tratado también de incluir con cada
tincion, un ejemplo de su uso en algunas patologias cuyos
modelos animales ya se estan utilizando.

CLASIFICACION DE LAS TINCIONES Y LOS COLORANTES

Lostipos detinciones pueden clasificarse en:

- Progresiva. Se deja el tejido en el colorante hasta
conseguirlaintensidad de coloracion deseada.

- Regresiva. El tejido es tenido y decolorado sucesivamente
usando diferentes soluciones.

- Directa. El colorante se combina directamente con los
componentes celulares (por Ej.,, azul de toluidina).

- Contratincién. Dos colorantes son aplicados
consecutivamente con un lavado o decoloracién entre
ambos (por Ej., hematoxilina-eosina).

Segun el tipo de colorantes, se pueden clasificar en:

a) Colorantes dcidos. Son acidos orgdnicos que se combinan
con un metal, se disuelven en agua o alcohol y tienden a
tenir el citoplasma. Reaccionan con los compuestos
cationicos (aciddfilos) de las células como los grupos
fosfatos, grupos sulfatos de los glucosaminoglicanos y
carboxilos de las proteinas. Son la mayoria de los
componentes del citoplasma (por Ej., eosina que tife de
rosael citoplasma).
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b) Colorantes bdsicos. Son bases orgdnicas combinadas con
un radical clorhidrico o sulfato. Reaccionan con los
compuestos anionicos (basofilicos) de las células como los
4cidos nucleicos y por eso tifien los ntcleos (por Ej.,
hematoxilina que, aunque no es exactamente un colorante
basico, al contener sales de aluminio, éstas actian como
mordiente y permiten la union del colorante a las
estructuras basofilicas como los nicleos y el RNA del
citoplasma, dandoles una tincién azul/parpura. También
tifie de ese mismo colorlos carbohidratos del cartilago).

EnlaTabla 1 serecogen ejemplos de cada tipo de colorante.

Tabla 1.- Ejemplos de colorantes acidos y basicos.

Colorantes acidos

Fuschina acida Rojo

Azul anilina Azul

Eosina Rojo
Orange G Naranja

Colorantes basicos

Verde metilo Verde
Azul metileno Azul
Pironina G Rojo
Azul de toluidina Azul
TIPOS DETINCIONES

El objetivo de esta revision es ofrecer una vision general de los
tipos de tinciones cldsicas mas habituales (excluyendo la
inmunohistoquimica) que pueden ser empleadas en proyectos
de investigacion llevados a cabo con modelos animales. Se han
seleccionado algunas de las mas habituales, aunque es necesario
sefalar que existen muchas mas. No se han incluido los
protocolos de tincion, que aparecen ampliamente descritos en
numerosas publicaciones y paginas webs, asi como en la
informacion proporcionada por las casas comerciales, ya que
muchos de ellos estan en forma de kits de tincién. En la revisién
bibliogréfica si se incluyen algunos de los manuales y paginas mas
habituales (1,2). Un resumen de los resultados de las tinciones se
recogeenlaTabla2.
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Tabla 2.- Resumen delos resultados de tinciones.

TINCIONES PARA EL TEJIDO CONJUNTIVO

Tricromico de Masson-Goldner

Colageno: azul o verde
Tejido muscular, fibrina, queratina: rojo
Ntcleos: negros

Tricromico Van Gieson

Colageno: rojo
Mdusculo: amarillo
Nucleos: negro azulado

Tricromico de Gomori

Musculo: azul

Fibras rojas rasgadas: rojo
Colageno intesticial: verde
Ncleos: rojo plrpura

Técnica COX Mitocondrias: acimulos de color marrén
Colageno: rojo
Musculo: amarillo
Rojo sirio Nticleos: negro

Luz polarizada:
- Colageno tipo |: anaranjado
- Colageno tipo lll: verde

Impregnacién sales de plata

Colageno: amarillo
Fibras reticulares: negro
Tejido conjuntivo: marrén

Tincion de Verhoeff (T. Van Gieson)

Fibras elasticas: negro
Colageno: rojo
Musculo: amarillo

Orceina acida

Fibras elasticas: rojo oscuro
Resto: anaranjado
Antigenos hepatitis: rojo

Granulos histamina de mastocitos:

Azul de toluidina purpura
Resto: azul
Cartilago articular: rojo
Safranina O-fast green Nucleos: azul

Resto: verde

TINCIONES PARA SUSTANCIAS DE ACUMULO

Acido periédico de Schiff (PAS)

Sustancias PAS +: rosa-magenta
- Glucégeno, glicoproteinas,
mucopolisacaridos
- Pared de hongos
Nucleos: azul

Qil red

Lipidos: rojo
Nucleos: azul

Rojo congo

Sustancia amiloide: rosa
- Luz polarizada: verde
Nicleos: azul

PIGMENTOS

Tincion Masson-Fontana

Melanina: negra
Nucleos: rojo
Resto: rosa

Azul perls Prusia

Hierro: azul
Ncleos: rojo
Citoplasma: rosa

Rodamina

Cobre: anaranjado
Nucleos: azules

TINCION DEL SISTEMA NERVIOSO

Luxol fast blue

Mielina: azul
Neuronas y ntcleos cel. Gliales: rosa
Sustancia de Nissl: rosa palido

Tincion para el tejido conjuntivo

El tejido conjuntivo tiene como funcién principal conectar y

dar soporte a otros tipos de tejidos del organismo. Ademas, sirve
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de medio para el paso de metabolitos y como depésito de lipidos,
aguay electrolitos. Por otro lado, es el tejido que suele reemplazar
a aquellos con escasa capacidad de regeneracion cuando éstos
sufren una lesion. Esta formado por células, fibras y una matriz
extracelularamorfa (ambas producidas porlas células).

Existen diferentes tinciones para distinguir los distintos
componentes del tejido conjuntivo y de ellas, una de las mas
usadas es la tincion de tricromico de Masson-Goldner. Los
nucleos se tinen de azul oscuro, el misculo y la queratina de rojoy
el tejido conjuntivo depende del tipo del colorante empleado. Si
se usa como colorante el azul de anilina, aparecera de este color
(ver Figura 1A). Otra variante es usar el verde luz en lugar de azul
de anilina y el tejido conjuntivo se tefira entonces de verde (ver
Figura 1B).

Esta tincidn sirve, por tanto, para diferenciar entre colagenoy
musculo, asi como identificar algunas estructuras como cépsulas
de 6rganos, lamina propia de tracto gastrointestinal o estructuras
bronco-vasculares del pulmon. También es una técnica valiosa en
determinados procesos patolégicos como cirrosis en higado o
fibrosis tras un infarto de miocardio, fibrosis glomerulares en
patologias renalesy la queratina en alteraciones dela piel.

onl - o~

Imagen suministrada por la autorfa

Figura 1.-Tricromico de Masson-Goldner. Musculo cardiaco con fibrosis
tenido con tricromico de Masson-Goldner con azul de anilina
(A) oconverde luz(B).

El tricrémico de Van Gieson, nos permiten diferenciar
también el colageno del musculo y las aplicaciones son las
mismas que para el tricromico de Masson-Goldner. En este caso, el
colageno se tifie de color rojo como consecuencia de su afinidad
por la picrofucsina (resultado de la unién de la fucsina dcida con el

El tricromico de Gomori (ver Figura 2A), ademas de las
aplicaciones del resto de los tricrémicos, nos permite visualizar las
fibras rojas rasgadas (ragged-red fibers) en biopsias de musculo,
que son el resultado de la acumulacién de mitocondrias
anormales bajo la membrana de la fibra muscular, caracteristicas
de determinadas patologias mitocondriales (3). Los cortes deben
ser realizados en congelacién. Otro método de marcar
mitocondrias en cortes en congelacion es mediante la técnica de
COX (ver Figura 2B). Este es un componente de la cadena
respiratoria y basandose en la oxidacion de la diaminobencidina
como donante de electrones al citocromo C, da lugar a la
concentracion de pigmentos marrones que se corresponden con
ladistribucion de las mitocondrias en el tejido (4).

S
Imagen suministrada por la autoria

Figura2.-A: Tricrdmico de Gomori. La acumulacién de mitocondrias
subsarcolémicas aparece en rojo. B: Tincion de COX en musculo.
El color marrén mas intenso indica una acumulacién de
mitocondrias en lafibra muscular.

Tincién del componente fibroso

El componente fibroso de la matriz extracelular esta formado
principalmente por colageno, las fibras eldsticas y las
glicoproteinas. El colageno tipo | representa el 90% del coldgeno
presente en el tejido conectivo, huesos, piel y tendones. El
colageno tipo lll da lugar a las fibras de reticulina que forman
parte de la capsula de los 6rganos como el higado o en la médula
osea, asicomo en piel ymusculoliso.

Para tefir el colageno | y Il se puede utilizar la técnica de rojo
sirio. Con un microscopio optico normal, el colageno se tehira de
rojo mientras que el musculo lo hara de amarillo. Pero, ademas,
bajo unaluz polarizada, el colageno tipo | sera anaranjadoy el tipo
lllverde, ambos refringentes.

acido picrico). El musculoy el estrato cérneo de la piel lo hacen de
amarillo. Combinado con la técnica de Verhoeff o Weigert, las
fibras eldsticas se tifien de negro.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.-Rojossirio. A: Piel derata. B: Lengua derata.

Una forma de tenir especificamente las fibras de reticulina es
con técnicas consistentes en una impregnacion de sales de
plata. La capacidad argirdfila de las fibras de reticulina hace que
las sales de plata se unan a ellas, reduciéndolas y dandoles un
color negro caracteristico. Estas fibras reticulares se encuentran
en la capsula del higado, ganglios linfoides y pared de los vasos, y
sus alteraciones se relacionan con enfermedades
linfoproliferativas y roturas vasculares (5).

Por ultimo, las fibras elasticas son las predominantes en las
paredes vasculares, sobre todo aorta y arterias elasticas. Para su
tincién se puede utilizar la técnica ya comentada de Verhoeff
combinada con el tricrémico de Van Giesson. La tincion de
Verhoeff tifne gracias a una hematoxilina férrica, las fibras
eldsticas de forma selectiva de color negro. Si la combinamos con
el tricrémico de Van Giesson, ademas el colageno se tenird de rojo
y el musculo de amarillo. Otra técnica es la de la orceina acida que
permite, ademas de una tincién de color rojo oscuro de las fibras
eldsticas, visualizar del mismo color los antigenos de superficie de
la hepatitis B, aunque esto hay que chequearlo posteriormente
con unainmunohistoquimica (6).

Existen numerosas enfermedades genéticas asociadas a
alteraciones de las fibras elasticas que provocan desde elastosis

en la dermis a enfisema pulmonar o alteraciones vasculares (7).

Tincién del componente celular

Dentro de las células que componen el tejido conjuntivo, los
mastocitos aparecen ampliamente distribuidos a lo largo de éste.
Tintorialmente presentan una caracteristica que los hace
diferenciables: la metacromasia. Esta es un cambio de color del
colorante azul de toluidina al entrar en contacto con los gréanulos
de histamina del citoplasma de los mastocitos. Asi, éstos se tifen
derojo, siendo entonces claramente visibles.
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Figura 4.- Azul de toluidina. Acimulo de mastocitos con metacromasia en
unadermis.

Existen diferentes enfermedades en las que estan implicados
los mastocitos, desde procesos de alergias y anafilaxia, parasitosis,
sindromes especificos o neoplasias (8).

Tincién paracartilago

La safranina O es un colorante basico que tifie el cartilago de
crecimiento y el cartilago articular (proteoglicanos, condrocitos y
colageno tipo II) de varios grados de rojo. Su intensidad es
proporcional al contenido de proteoglicanos del cartilago. Con el
fast Green se contratifie de verde el resto, con lo que se mejora la
diferenciacion.

Se utiliza para la observacion de la plataforma de crecimiento
del cartilago, ya que la safranina tine el cartilago de rojo mientras
que el resto del tejido conjuntivo y el hueso se tifien de verde. La
safranina también se emplea para el marcaje selectivo de la
mucina y los granulos de los mastocitos. Esta técnica es muy
usada para poner en evidencia enfermedades articulares y
pérdida del cartilago en artritis, por ejemplo, en los modelos en
los que se usa el coadyuvante de Freud para inducir esta patologia
y su posterior resolucion mediante tratamientos (9).

Como normalmente se utiliza en tejidos que requieren
descalcificacion, se recomienda el uso de descalcificadores que
no contengan EDTA, dcido nitrico o dcido hidroclorhidrico, ya que
éstos pueden extraer los proteoglicanos del tejido y disminuir la
intensidad de latincion.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura5.-Safranina O-fast Green. El cartilago se tifie de rojo por la
presencia de proteoglicanos y el hueso lo hace de verde. A:
Rodilla de rata sin lesiones. B: Articulacion del tarso en rata,
también sin lesiones.

Tincion para sustancias de acimulo

La tincion de acido periddico de Schiff (PAS) se ha utilizado
tradicionalmente para evidenciar la presencia de
macromoléculas de hidratos de carbono, glicégeno o
glicoproteinas en diferentes érganos o estructuras (ver Figuras 6y
7). Asi por ejemplo, permite valorar un incremento en el acimulo
de glucdégeno presente en el higado o en otros érganos en
determinados trastornos del almacenamiento (10).

Por otro lado, al tefiir la mucina de las células caliciformes de
rosa intenso, permite una mejor valoracion de un incremento de
éstas en los epitelios en los que estan presentes como el intestinal
o el respiratorio. Asi mismo, tifie las membranas basales, lo que
permite reconocer el engrosamiento de las mismas, como por
ejemplo en las glomerulonefritis membranoproliferativas (11).

Por ultimo, mediante esta tincién, las paredes de los hongos
también se tinen de rosa intenso, con lo que es posible reconocer
una infeccion por ejemplo por candidiasis oral o vaginal.

X =,
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Acido Periédico de Schiff (PAS). A: Higado con actimulos de

glucdégeno en cerdo. B: Glomerulonefritis
membranoproliferativa en rindn de ratén.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 7.-Acido periédico de Schiff. A: Pulmén de ratén con las células
caliciformes bronquiales positivas a PAS. B: Vagina de ratén con
una candidiasis.

En cuanto a la tincion de los lipidos, se utiliza el oil red en
tejidos que pueden estar fijados en formaldehido (es necesario
lavar posteriormente con agua corriente) o en fresco. Los cortes,
como se ha comentado, deben ser realizados en congelacién, sin
procesado y el montaje final de las muestras debe ser acuoso. De
esta manera, la grasa se mantendrd en la muestra y se tefird de
rojo-anaranjado y los nucleos de azul (ver Figura 8). La presencia
de lipidos en drganos, como por ejemplo el higado, es muy
frecuente en distintos procesos patolégicos como las
esteatohepatitis no alcohdlicas para las que ya existen modelos
animales. El uso de una tincién como el oil red puede ayudar a
valorar una disminucién de los lipidos tras los diferentes
tratamientos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.-Oil red en higado (A) y rindn (B) de cerdo. Los lipidos aparecen
tenidos de coloranaranjado.

La sustancia amiloide es un material extracelular de
naturaleza proteica, insoluble y resistente a la protedlisis. Debido
a su estructura quimica, que generalmente se organiza en forma
de laminas B,adquiere birrefringenciade color verde manzana
cuando se utiliza la tincion de rojo congo al ser expuesta a la luz
polarizada. Esta caracteristica es independiente de su naturaleza
proteica y por tanto, es comun para la mayoria de los distintos
tipos de amiloidosis.
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El diagndstico de las enfermedades que tienen en comun el
acuimulo de sustancia amiloide se hace mediante una biopsia de
los 6rganos normalmente afectados como piel, rifién o higado y
su tincion con rojo congo. Entre estas enfermedades estan
algunas tan prevalentes y graves como diabetes tipo 2, Alzheimer,
Parkinson o Huntington, cuyos modelos animales estan
actualmente usandose. Un ejemplo son los distintos tratamientos
empleados para disminuir las placas de f amiloide provocadas en
el cerebro de ratones modelos de Alzheimer (12).

Pigmentos y minerales

Los depdsitos de diferentes pigmentos y minerales son
también frecuentes en procesos patoldgicos. Los pigmentos no
necesitan el uso de técnicas de tincion especiales para su
identificacion, ya que por si mismos cuentan con caracteristicas
tintoriales que los distinguen. Asi por ejemplo, la melanina,
aunque se puede tefir con una tincion de Masson Fontana,
también se tifie de color marrén oscuro con la hematoxilina-
eosina. lgualmente, los compuestos derivados de la hemoglobina
como la hemosiderina se observan de color anaranjado con esta
tincion.

Pero si queremos identificar por ejemplo el ion de hierro en
higado con esteatosis hepatica, se puede usar la técnica de azul
perls Prusia para hacer una valoracion de los depositos de este
mineral en el érgano. Estos depdsitos aparecen de color azul
brillante, mientras que los nlcleos y los citoplasmas celulares lo
hacen en rojo y rosa, respectivamente. También es util en
enfermedades como la hemocromatosis, que cursa en modelos
de raton con depdsitos de hierro en higado, pancreas y corazon,
pero no se encuentra en los macrofagos (13).

En cuanto al cobre, se puede marcar mediante una tincion de
rodamina, apareciendo tefido de color naranja sobre un fondo
azul. Se suele usar para determinar la presencia de este metal en
patologias que cursan con depésitos de cobre en tejidos como la
enfermedad de Wilson, una patologia de origen genético para la
que ya existen modelos en ratones con esta misma acumulacién
decobre(14).

Tincion del Sistema Nervioso

Algunas de las tinciones mas empleadas en el sistema
nervioso son el Luxol Fast Bluey la tincion de Nissl.En la primera,
el colorante sefijaalas lipoproteinas de las bandas de mielinay las
tine de color azul turquesa (ver Figura 9). Las neuronas y los
ntcleos de las células gliales aparecen de color rosa y la sustancia
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de Nissl de colorrosa mas palido. Se puede contratefir con violeta
de cresilo, nitrato de plata o hematoxilina. La tincién es lenta y
requiere al menos una noche a 37°C y una diferenciacién con
carbonato delitio.

La falta de mielina en el sistema nervioso central se asocia por
ejemplo a traumatismos del cerebro, una degeneracion de la
sustancia blanca, esclerosis multiple o incluso a procesos de
envejecimiento(15).

Imagen suministrada por la autoria

Figura9.-Luxol fast blue. A: Cerebelo de ratén con areas de
desmielinizacion. B: Médula 6sea de ratén sin alteraciones.

CONCLUSIONES

Ademas de las técnicas de inmunohistoquimica, algunas
técnicas convencionales de tincion pueden aportarnos una
informacion valiosa cuando queremos comprobar los resultados
de nuestros estudios en los tejidos. Por ello, debemos tenerlas en
cuenta y considerarlas como una opcién y en ocasiones, mas
economica.
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Licenciado y Doctor en Veterinaria

por la Universidad de Murcia. Mdster en Ciencia
y Bienestar del Animal de Laboratorio, UAB.
Editor de la Revista SECAL. Responsable
Animalario del IMIB- Arrixaca

(Instituto Murciano de Investigacion Biomédica).

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

Desde el afio 2008. Cuando llegué y viniendo de un ambito
tan competitivo como la investigacion, me sorprendio muy
gratamente la generosidad, la empatia y el altruismo de los
companeros, en concreto la lista de distribucién de nuestra
sociedad y |la propia Revista. Aprovecho la ocasién para pedir que
no decaiga ese flujo, que seamos activos y conscientes de que a
todos nos beneficia un nicho favorable de intercambio de
conocimiento, no solo a los que empiezan; pero que hay que
protegerlo y mimarlo porque la confianza puede llegar a ser fragil
y sensible a determinados comentarios o criticas.

También es encomiable el trabajazo que hay detras de la
oferta formativa que tenemos en nuestro pais, que es una de las
mas completas de Europa. Recuerdo con mucho carino y morrina

mi paso por el Master de la UAB, no sélo por el contenido
formativo, sino también por la valiosa red de contactos que me ha
permitido hacer.

;Como llegaste al grupo editor de la Revista Animales de
Laboratoriodela SECAL?

Me lo propuso el grupo editor durante el Congreso de
Salamanca de 2009, yo estaba recién aterrizada de mi doctoradoy
acepté encantada porque pensé que me “obligaria”a ponerme al
dia en aspectos nuevos y desconocidos para mi, y me permitiria,
por supuesto, arrimar el hombro y aportar migranito de arenaala
revista.

;Aquérevistas de animales de laboratorio tienes acceso?

SECAL, Laboratory Animalsy Lab Animal.



Olga Fernandez Rodriguez

Aunque el fondo de nuestra revista es Divulgativo Cientifico,
icrees que tenemos nivel paraestar en otras “ligas”?

Por supuesto que si, en los Gltimos anos hemos presenciado y
disfrutado de una profunda renovaciéon de la publicacion;
ademds, somos la revista de referencia de nuestro pais y de otras
sociedades iberoamericanas, y con un pequefo esfuerzo por
parte de todos podriamos competir en otras“divisiones”.

De todas maneras, no creo que debiéramos etiquetar a las
revistas divulgativas como integrantes de una liga inferior, hay
mercado para revistas divulgativas y para revistas indexadas a las
que probablemente no accederian la totalidad del colectivo que
queremos abarcar en nuestra sociedad, asi que jjsin complejos
companeros!!

En otro reglén, pero sin salir de la pdgina... ;cudl es tu
experienciaen elmundo del animal de laboratorio?

Alfinalizar la carrera de Veterinaria entré como predoctoral en
la Unidad de Cirugia Experimental del Servicio de Cirugia General
y Digestivo del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca,
en Murcia. Alli estuve haciendo el doctorado en variantes técnicas
alternativas al trasplante ortotdpico hepdtico clasico. Gracias a
esta etapa y al caracter quirtrgico de mi doctorado tuve contacto
con una gran variedad de especies: babuinos, cerdos, conejos,
rata, raton y pez cebra. Concluido el doctorado, se planted en el
hospital la construccion de un nuevo centro para investigacion
bésica (rata, ratén, pez cebra) que he estado supervisando hasta
suentrada enfuncionamientoy que actualmente dirijo.

Los Organos Habilitados son una figura relativamente nueva.
;Como se lo han tomado los investigadores dentro de tu
entornodetrabajo?

Bueno, aunque ya conocian la figura del Comité Etico, todo lo
que supone un aumento de burocracia, papeleo y tiempos
muertos no es precisamente de su agrado y, hasta cierto puntoy
poniéndonos en su pellejo, puede ser comprensible. Creo que es
labor nuestra “adoctrinarlos’, que lo aprecien como una ayuda
mas que un obstaculo y, por supuesto, que se sientan participes
del beneficio que sobre la experimentacién animal, y sobre su
investigacion, tienen estas medidas.

Explicanos un poco el nuevo animalario, sus instalaciones y
objetivos.

Nuestro nuevo centro estd iniciando practicamente su
andadura y el objetivo con el que se disefno es el de facilitar a la
comunidad cientifica una serie de prestaciones en cuanto a
instalaciones, equipamiento y modelos animales, necesarias
para el desarrollo de proyectos de investigacion que
precisen la utilizacién de animales de experimentacion
microbiolégicamente controlados, especialmente para édreas
como oncologia, inmunologia, trasplante, hematologia... en la
que la exclusiéon de contaminantes microbiologicos es critica para
reproducir y validar experimentos. Para ello contamos con una
zona de cria con unas rigurosas medidas de bioseguridad, una
zona experimental para el personal investigador con entrada
independiente, y una cuarentena en la que mantenemos los
animales hasta su trasferencia embrionaria.

Por otro lado, nos preocupa y estamos bastante
sensibilizados con la comunicaciéon con el investigador y
actualmente trabajamos, junto a los companeros del INA de
Alicante, en el desarrollo de una herramienta que facilite esa
interlocucion y las tareas mas rutinarias no puramente
experimentales, permitiendo alos investigadores lagestion de las
colonias telemdticamente sin tener que entrar practicamente al
animalario, lo que indudablemente también mejora el bienestar
delos animales que son manipulados por menos personal.

De todas maneras, si de algo puedo presumir es del equipo
humano que me acompana, un grupo de personas muy jovenes
con una entrega y una dedicacion sorprendente y totalmente
implicadas en el cuidado y bienestar de los animales con los que
trabajan; en este sentido me siento muy afortunada.
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