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Continuidad

Damos la bienvenida al nimero de verano con la celebracion del 30 aniversario
de la publicacién del primer boletin informativo de la SECAL, los inicios de nuestra
actual revista. En 1991, apenas unos anos después de que se instaurara la SECAL,
varios intrépidos companeros (algunos todavia al pie del candn) vieron la necesidad
de establecer una comunicaciéon entre todos los miembros que componian la
sociedad. Una pequena via para intercambiar desde protocolos hasta ofertas de
trabajo, asi como otras sugerencias destinadas a mejorar la calidad del trabajo
diario. Unos anos después, el NO-DO se reconvirtié en la actual revista, y mas
adelante llegaron otras vias mas rapidas y actuales de comunicacién, como la lista
de correo de la SECAL-L, pero esto ya es otra historia.

30anos después, la revista continua mas viva que nunca. Paraacompanaros a lo
largo de estos calurosos dias, hemos preparado un niimero de lo mas variado y
entretenido. En él, hablamos desde la microbiota intestinal en modelos murinos

EDITORIAL

hasta la generacion de ratones inmunodeprimidos. Nos acercamos un poquito mas
al mecanismo de accion del SARS-CoV-2. Intentamos mejorar nuestras condiciones
laborales conociendo las causas de la fatiga por compasion, y profundizamos en las
técnicas de manejo no aversivo, en este caso, en |a rata. Si hace unos nimeros nos

Impacto de |

adentrabamos en el cuidado del mosquito como animal de laboratorio, aqui vamos

Ratones nmiunodeprimidos: -
ol puente aiftre.! taboratario y los pacientas

a descubrir como funcionan las instalaciones para poder estudiar la malaria con el
objetivo clave de su futura erradicacion. También conocemos un protocolo de
extraccion de vesiculas extracelulares a partir de la leche animal, y vemos cémo
mejorar la reproducibilidad cientifica y reducir el nimero de animales desde los
Organos Habilitados. Terminamos este niimero, sorprendiéndonos conociendo a la

ciervarojacomo un modelo masal lado de los humanos.
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EDITORIAL <Y TU QUE OPINAS?
- Desde el ratén, y otros amigos, al humano:
NOTICIAS entendiendo a SARS-CoV-2.
- 30 anos del NO-DO de la SECAL: el comienzo visible
del trabajo en equipo. PANORAMA
- Video "Laexperimentaciéonanimal davida" - Elmosquito como animal de laboratoriol.
- Poster del acuerdo COSCE por la Transparencia en
Experimentacion Animal. CONTROL SANITARIO
- La SECAL participara con un stand en ExpoBioterios - lmpac.to de la micrgbiota intestinal en los modelos
Virtual 2021 experimentales murinos.
- Disponibles los videos del webinar de la SECAL sobre REPRODUCCION Y GENETICA
el Resumen No Técnico y la Guia sobre el
mantenimiento de la capacitacion del personal. - Ratones inmunodeprimidos: el puente entre el
o laboratorioy los pacientes.
- LaSECALapoya lainiciativa One Health.
- Comunicado: la SECAL muestra su rechazo por el CEEA-OH
maltrato animal en las imagenes divulgadas en las
instalaciones de laempresaVivotecnia. - Coémo mejorar la reproducibilidad cientifica y reducir
el nimero de animales desde los Organos
Habilitados.
ACTUALIDAD
- Transforman por primera vez astrocitos en neuronas UN MODELO AL LADO DE LOS HUMANOS
especificas para reparar circuitos visuales.
- Muestras de leche, heces o hisopos vaginales de esta
- Desarrollan un farmaco que revierte los sintomas del cierva roja (Cervus elaphus) han brindado, a un grupo
Alzheimer enratones. de investigadores espafoles y holandeses,
informacién importante para comprender la
- Investigadores espanoles desarrollan un farmaco epidemiologia de Coxiella burnetii en la interfaz vida
antitumoral cuyos ensayos clinicos se realizardn a silvestre-ganado-humanos.
escalamundial.
TECNICAS

- Tratamiento de leche animal para la extraccion de
vesiculas extracelulares en investigacion biomédica.

SEGURIDAD EN 5 MINUTOS

- Causasdelafatiga porcompasién o Burnout.

AL CUIDADO

- Técnicasde manejo noaversivo enlarata.
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30 anos del NO-DO de la SECAL:
el comienzo visible del trabajo en equipo

Carmina Fernandez Criado
Miembro n°2 de la SECAL

Palabras clave: aniversario, SECAL, publicacion.

Hace ya mds de treinta afnos, un grupo de profesionales
relacionados con la ciencia del animal de laboratorio, con unagran
ilusion, nos propusimos constituir una Sociedad Cientifica que
agrupara el sector. Para eso, marcamos unos objetivos reflejados
en el articulo 2 de los estatutos. A dia de hoy, podemos decir con
satisfaccion que esas metas se han cumplido con creces.

En 1986 sucedié un hecho que marcé un antes y un después
en el sector, se publicé la Directiva 609/86 que obligaba a articular
en los paises miembros una legislacion. Se presenté un borrador
del futuro Real Decreto y acudieron a la convocatoria mas de cien
profesionales del sector procedentes de todas las Comunidades
Auténomas; la preocupacién por la incidencia que podia tener la
redaccion de ese texto en nuestros puestos de trabajo era grande.
A raiz de esto, los foros de debate adquirieron una relevancia
decisiva en lo que en un futuro fue nuestra sociedad. En marzo de
1988, se publicéd el primer RD 223/88.

Comenzamos a trabajar, se buscé un nombre para la sociedad
“Sociedad Espafola para las Ciencias del Animal de Laboratorio
(SECAL)", un companero se encargé de conseguir un “logo’;, y se
redactaron los estatutos provisionales. El 17 de noviembre de
1989, se firmo el Acta de Constitucién de la SECAL, se aprobaron
los estatutos provisionales y se nombré una Junta Directiva
provisional. Organizamos el | Simposio de la SECAL, en febrero de
1991, por cierto, fue un éxito, nos conocimos personalmente
muchos de nosotros y nos hicimos visibles en los foros
internacionales relacionados con el animal de laboratorio (ver
Figuras1,2y3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Asistentes al primer simposio de la SECAL celebrado en febrero
de1991.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Deizquierda a derecha: Gloria Lete, Rosa Morales y Pilar Bringas,
algunasde las primeras tesoreras de la SECAL.



Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- De izquierda a derecha: Alberto Giraldez, Jose Maria Orellana,
Carmina Fernandez Criado y Jordi Canto, algunos de los
primeros presidentes de la SECAL.

Una de las preocupaciones desde la constitucion de la SECAL
era la comunicacion con los Miembros, por eso, acordamos enviar
un boletin informativo.

Asi surge, en 1991, el NO-DO de la SECAL, cuyo artifice fue
Cathy Mark, quien dominaba por aquel entonces el programa
Word-Perfect 5.0, una novedad para muchos de nosotros. Este
noticiero comenzé con buen humor y mucha imaginacion, desde
sunombre, para los que sois mas jévenes deciros que seinspird en
el noticiario que durante muchos afnos se ponia en los cines antes
de la proyeccién de las peliculas. Las secciones de los diferentes
NO-DOs se organizaban sin un orden establecido, segun las
informaciones que los miembros de la SECAL iban aportando:
bolsas de trabajo, colaboraciones con otras sociedades, métodos
alternativos, informacion sobre la objecién de conciencia, como
registrar un animalario, etc. Jordi Canté se encargaba de
proporcionar los indices de revistas relacionadas con nuestra
profesién, suponia una informacién bibliograficaimportante para

todos los que no podiamos acceder a éstas, jqué gran trabajo
Jordi! Participaban en su edicion muchos companeros que,
actualmente, siguen colaborando activamente, aunque algunos
yano estan con nosotros, un recuerdo para Alberto Giraldez.

Mirando algunos ejemplares que guardo de 1991, se puede
apreciar lo rédpido que evolucionaban las cosas, los primeros
numeros los imprimiamos en la “multicopista” de mi centro de
trabajo, sistema manual muy artesano, con la ayuda inestimable
del personal auxiliar. Los ejemplares de 1994 ya tienen mejor
presentacion, comenzaron las fotocopiadoras.

Nuestra editora, Cathy Mark, siempre nos animaba en la
seccion “iEsto no tiene nombre!” a sugerir nuevos nombres para
este noticiero. Asi que en el afo 1995, nace el BOLETIN
INFORMATIVO DE LA SECAL con un maquetado mas actual, la
informdtica avanzaba inexorablemente y se noté el cambio. El
responsable de este cambio fue Manolo Moreno, con la
colaboracion de Jordi Cantd, Alberto Girdldez, PatriVergara, Gloria
Lete, Jesus M. Zuniga, Pepe Orellanay yo misma.

Se siguioé publicando este Boletin hasta 1997. Las diferentes
Juntas de Gobierno se plantearon editar una revista en la que se
pudieran publicar trabajos aportados por los Miembros; asi,
después de mucho trabajo, en septiembre de 1998, se publico el
Ne1 de la REVISTA DE LA SECAL, dirigida por Manuel Moreno,
revista que haido evolucionado y adquiriendo una extraordinaria
calidad cientifica.

Todos estos avances se han conseguido gracias a los socios de
la SECAL, nunca han faltado colaboradores. Aunque los tiempos
han cambiado, hay muchos socios jovenes que siguen
manteniendo ese espiritu de companerismo y buen ambiente
que ha caracterizado nuestra sociedad y que nos ha permitido
crecery mejorar el cuidado de los animales.

No quiero terminar sin felicitar a las directoras, editores de
estilo e imagen y responsable de seccién de la revista actual,
habéis conseguido dotar a la SECAL de una revista que cumple
conunode los requisitos masimportantes, ser Util.



EL NO-DO de la BECAL

Mayo 1991

ABAMBLEA
GENERAL 1991

.....

El siguiente es un reo-
sumon del acta de la
asomblea general de la
SECAL, c¢olabrade el dfa
22 febrero 1991,

—
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1. 8o aprobs la ad- =5
mistén de nuevos mfem-
bros; hasta la focha la
SECAL se compone de 232

soclos,

2, MEMORIA DE ACTIVIDADES

* Recogida de informacién bibliogréfica, legisla-
clbn, ete. y envio a Los mienbros.

*  Pragsentacién de la SECAL por parte del Presidente
o Mintgterios y Comunfdades Auténomas.

% La-SECAL es "miembro clent{fico" de ICLAS,

* PELASA: Le SECAL ha solicitado, en febréro de
1990, la integraci6n on dicha federacién. Sogun los
estatutos de la misma, no es posible que dos gocieda-
des de un mismo pafs pertenezcan a FELASA, Después
de las conversaciones nantenfdas con el Presidente y
ol Socretarfo de FELASA en el transcurso del simposio
de ta SECAL, nuestro prosidente, por recomendacién de
FELASA, mantendré conversaciense eon ln Soc. Espafiole
de Exporimentacfén Animal con ol fin de nombrar un
representante do las dos sociedades en FELASA. Egte
actvacién nunca nos harfa perder nuestro identidad,
* ge han mantenido contactos con ol Mt de Agrf-
cultura con ol fin de agilizar el proceso de homolo-
pacién de porsonal de animalarios y ta organfzacién
de cursos do formacién, ya que las gest{ones realiza-
dos on el Mt de Educaciédn no han dado ningdn resul-
tado.

3. Se acordé {ncrementar la cuota anual para 1991 en
500 posotas, por Lo que Los recibos econ las cuotas de
1991 serén por un {nporte de 3500 ptas.

4.-Los astatutos reformados de la SECAL serdn en-
viados on breve a todos los miombroe.

S. La nueva Junta de Gobierno, resultante do las
ultimas olecciones, ha quedado compuosta por (os
sfgufentes miembros:

EDUARDO GORALONS SINTES (Barcelona) 1. 581-2020
JORD! CANTO { MARYORELL (Barcelona) 581-2157
ALEJANDRO MENDE2 GON2ALE2  (Madrid) 3466341
JAVIER MADRONAL PEORAZA (Madrid) 262-91%0
JESUS MARTIN 2URIGA (Granada) 206208
IONACIO TINTORE BLANC (Barcelonna) 330-9513
PATRI VERGARA ESTERAS (Barcelona)  581-1248

CARMEN FERNANDEZ CRIAD: (Madrid) 397-5476
ANGEL BERJON SAN JUAN (Pamplona) 25 21 50
JOSE MIGUEL MORAN PENCO (Bedajo2) 23 88 00

ISABEL GON2ALE2 FERNANDE2Z  (Madrid) 563-9783
M? JOSE D. MERU-URRUTIA (Pafs Vasco)  490-3100
GLORIA LETE VERGARA (Vizcaya) 484-7700
XAVIER CASANOVA DANES (Barcelona) 5811848

6, préximo sfmposfo de la SECAL

Se présentaron dos propuestas:
* La Socledad Francese de Exporimentacién Animal
(SFEA), a través de su Prosidente, nos (nvite a
realizer el préximo afio un congreso conjunto de las
dos sociedades on Francia, Se acordd estudiar la
propucsta. ;
* El miembro do la SECAL Dr, Tur Marf, de la Unfver-
sidad de las Islas Baleares, ofrece organizar el
préxtmo aimposio en esta universided.

7. Cureos deatinados a personal auxiliar de anfmo-
larfos, organfrados por le SECAL: se acuerda estu-
diar un programa genérico y contemplar la posi-
bilidad de organizarlo en cada Autonomfa por miembros
de la SECAL.

8. El miembro de la SECAL José Luls Gbémez Rivero
ofrece su asosoramiento ¢omo abogado a la SECAL. Es
aceptado {nmodiatemente por la Mesa,

REUNION CON LA
CEE Sé

Durante el simposio de
la SECAL, se desarrollé
una reunién informal
¢on Mr. Tim Smyrniotis
(reprasontante de le
CEE), JM Mordn Ponco
(SECAL, Bodajoz), J Palacin (SECAL, Medrid), FJ
Armengol (SECAL, Barcelona), F Mirat (Com Auténoma de
Madrid), J Madrofial (SECAL, Madrid), J Canté (SECAL,
Barcelona), A Guaftani (GISAL, Italia) y F Norido
(ltalia). Aquf resumimos algunos puntos do cste
reunién.

(

Respeto a titulaciones, los colegios profesionales
(Consejo da Colegion) deben fijar las horas lectivas,
asf{ como acreditar las horas necesaring y homologar-
las, en los estudios sobre animales de laboratorio.
EL Coteglo de Veterinarios lo hace, y ta Conunidad de
Madrid Lo he tenfdo en cuenta, por ojJemplo, para los
méritos de Los (nepectores de Sanidad Animal.

Se debe de establecor contacto con las facultades y
con el Mt de Educacién, para que pongan especialfda-
des medias, acorde con las necesidades de los cuida-
dores, técnicos do animales de leboratorio, etc.

Por Gltimo, hay que empezar por presionar al Mt do

_Educacién pare que colabore en estos temas.

A Morén Penco Lo preocupaba el control de calidad de

“la investigacién, como andlisis y normas uniformes y

homologados doentro de 1a CEE para el uso de animales,
control de plensos, etc.

Smyrnfotis coment6 que 1a CEE recibe del Mt de
Agricultura la informacién en los temas que nos
pueden f{nteresar. Por ollo, cuslquier accidén o
peti{cién debe pasar por este ministerto.



En Holanda, el Mt do Salud mantiene una Lista de los
alumnos de los cursos de capacitacion, consultado por
lag emprescas que desean contratar a alguien para ol
manejo do animales. Un graduado estudia un affo para
ospacfalizarse en temas diversos que Incluyen ética
y métodos alternativos al ugo de animales. Investi-
gadores, técnicos y culdadores tienen cursillos de
capacitacién de tres semanss,

La CEE, aunque no tiene compatencia para legislar en
el tema, esté elaborando un gufa de recomendacionas
para las cuatro categorfas do usuarios de animales de
leboratorio. En concreto, la FELASA puede ayudar
nucho en La organizacién.

Segin Armengol, en Francia, la autoridad competente
autoriza cursos que imparton inatituciones diverses,
y el M?* do Agricultura podris eutorizar a la SECAL
dar cursos.

En definitiva, la SECAL debe hacor todo lo que pucda
y buscar convalidacfones, ete, en los ministerios,
para que asuman sus CUursos,

arveeecmssanspsrtuiesncnnnca

XIX COLOQUIO
de la SYEA
1991

Con el titule “Evolu-
cién an Experimentacidn
Antmatl", (a Socledad
Francesa de Experimontactién Animal anuncia su 21t
coloquio, que tendré tugar el 5, 6 y 7 de Junfo 1991
en Chétenay-Malabry.

Le sosibén “Evolucién de modelos animales" incluye
ponencfas sobre animales transgénicos, ratones SCID,
modelos para estudios de gorontologfa y miopatfas,
entre otras, ‘La evolucién de la fnvestigacién-y
proteccibn animal® tratard de ética, el uso de la
egtadfstica, modelacién molecular y cultivos celu-
lares, mientras en "EL animal de laboratorio: modelo
unico" se hablerd de experimentecién animal en la
genética, los Llimites de modalos "iIn vitro" en
biologfa, desarrollo y control de vacunas, contradie-
clones inmunolégicas en rospuostas "in vivo' e "in
vitrov, clrugfa exporimontal, e investigacién de
comportamiento. Finalmente, "Le evoluctén de aspec-
tos legislotivos y reglamentarios" trataréd de la
legislacién francesa y europea, inspecciones veteri-
nariag, el punto de vista de la CEE, y el impacto de
te legfstacién sobre la applicacion de GLP,

£l programa incluye, ademée, una exposicién comercial
durante el curso dol coloquio.

Pare més informacibn sobrée eate coloquio:

Martine Chopin

INSERM U 93

Hopital St-Louis

1, Ave Claude vellefaux
75475 Paris Cedex 10
Tel. 42.02.28.35

Fax 42,06,84.54

Los precios da fnseripe{dn citados en la carta que
recibimoa son de 700 FF (miembros de la SFEA) y 1100
FF (no miembros).

ah-secccaansssssastpncbocon

BOL8SA DE TRABAJO

La SECAL cuenta con una bolse
do trabajo, En vista de la
sftuacién actusl, quizd no
debe de sorprander que tenemos
muchag demandas de trabajo,
paro pocas ofertas. S{ buscas
poreonal o tlenes previsto
ampliar (& plentilla de tu
animatarfo, por favor, avica
al la Secretarfa de la SECAL,
Te enviard los gurriculum do
todas aquel las pereonas
calificadas para el puosto que
tenemos a nuestra disposicién,

evcoceeccsnasnsapsstsdencesn

MIRANDO AL MAR, SBONE...

Tenemos una petieién de un grupo que necesita datos
sobre {nstalacfones para el uso de peces en la
investigacién. St algufen posee {nformacién sobre
acuarios de agua salada, Llama a la Secretarfe de Lo
SECAL. Te pondré en contacto con equellos que han
soticitado esta Informacién.

ccemsscasscasssscsscnncnnp

{EBTO NO TIENE NOMBRE!

Evidontemante, este noticiero no puode |lamarge asf.
Por ello, estamos abisrtos & todas vuestras sugeren:
clas de un nombre adecuado para el boletf{n informa-
tivo de la SECAL, No es necesario ser soclo, y
probablemente habré algin pequefo detalle a modo de
premfo,. Afila téplz (y sontido de humor?) y manda
Lag gugerencias al Sccrotariado.
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Han contribuido a este numero C. Fernéndez Criado,
P. Jorge, J. Madrofial y C, Mark.

4
solicitamos vuostra colaboracién, noticies, datos,
preguntas, anuncios de cursos y cursitlos, criticas,
etc. Ponte en contacto con:

Carmen Fernéndoez Criado
Sacrotarfa de la SECAL
Gabinete Veterinario, UAM
Arzobispo Morcillo, 4
28029  Madrid

Tf: (91) 397-5476

Fax: (91) 585-4015

sociedad espanola
para las ciencias

4!! del animal de laboratorio
[eass.
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Video "La experimentacion animal da vida"

Palabras clave: transparencia, SECAL, bienestar.

La Sociedad Espafola para las Ciencias del Animal de Barbacid (CNIO), y profesionales de las ciencias del animal de
Laboratorio (SECAL) ha realizado este video labortorio como: Isabel Blanco, Mayte Lamparero, Carlos Carnero,
https://secal.es/video-la-experimentacion-animal-da-vida/ (ver Elena Hevia y Juan Rodriguez, responden a preguntas sobre la
Figura 1), patrocinado por Laboratory Animals Limited (LAL), en el utilidad de los animales en las diferentes investigaciones
que cientificos, como el Dr. Luis Enjuanes (CSIC) y el Dr. Mariano biomédicas.

Animal experimentation
gives life

A More than 275 research centres in Spain

® Researchers, Veterinarians, Animal wellbeing
consultants, Technicians, Caregiverss

the principle of th

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Diversasimagenes del video "La experimentacion animal da vida"



https://secal.es/video-la-experimentacion-animal-da-vida/
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iLA GENTE HABLA DE NEXGEN!

La gente habla de NexGen, jy lo que cuentan es maravilloso! Cuando comercializamos NexGen,
nuestro objetivo era garantizar que se tratara del sistema de jaulas ventiladas individualmente
(IVC) mas ligero, rentable y facil de usar del sector de los sistemas de laboratorio automatizados
(LAS). Y por los comentarios que nos llegan, jlo conseguimos! De hecho, todo este buen
feedback es el motivo por el cual llamamos “Easy IVC” a NexGen.

=Allentown=

telstono: 626 039 800 WWW.SODISPAN.COM



http://www.sodispan.com/
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Poster del acuerdo COSCE
por la Transparencia en Experimentacién Animal

Palabras clave: COSCE, SECAL, transparencia.

La Confederacion de Sociedades Cientificas de Espana ha por BINAEXy cedido ala COSCE para su usoy difusion.
difundido este pdster (ver Figura 1) sobre los cuatro puntos en los
que se basa el Acuerdo de Transparencia sobre el uso de animales Os animamos a colgarlo en vuestros animalarios e
en experimentacion cientifica en Espania, en el que la SECAL estd instituciones https://secal.es/poster-del-acuerdo-cosce-por-la-
adherida y participo en su redaccion. El péster ha sido disenado transparencia-en-experimentacion-animal/

Hablar con claridad
sobre cuando,

c6mo y por qué se usan
animales en investigacin.

Proporcionar informacion
adecuada a los medios de comunicacidn
y al piiblico en general sobre las
condiciones en las que se realiza

la investigacion que requiere

el uso de modelos animales y

los resultados que de ella se obtienen.

Promover iniciativas
que generen un mayor
conocimiento y comprension
en la sociedad sobre

el uso de animales

en investigacion cientifica.

Informar
anualmente sobre el progreso
y compartir experiencias.

’./\
BINAEX

www.binaex.com

ectcing | v g/ oepilon

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Péster del acuerdo de transparencia sobre el uso de animales de experimentacion cientifica en Espana.



https://secal.es/poster-del-acuerdo-cosce-por-la-transparencia-en-experimentacion-animal/

La SECAL

participara con un stand

en ExpoBioterios Virtual 2021

Palabras clave: SECAL, ExpoBioterios, congreso.

Tras el éxito de la primera edicién, en 2020, el congreso
ExpoBioterios (ver Figura 1) repetira este ano su formato virtual. La
SECAL ya ha confirmado que participara con un stand en la zona
de expositores; concretamente, el nimero 5 del Pabellon
Amazonia.

Podéis consultar el programa e inscribiros en su web
https://www.expobioteriosvirtual.com/

A=

BIOTERIOS
VIRTUAL 202

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Congreso ExpoBioterios Virtual 2021.

Disponibles los videos del webinar de la SECAL

sobre el Resumen No Técnico y la Guia sobre
el mantenimiento de la capacitacion del personal

Palabras clave: transparencia, MAPA, legislacion.

En el 4rea de webinars de la web de la SECAL
https://secal.es/webinars-secal/, ya estan disponibles los videos
deestosdos eventos.

Por una parte, la presentacion de Pilar Ledn, Jefe de servicio de
Bienestar Animal del Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacioén, sobre la actualizaciéon de los Resiimenes No
Técnicos (RNT). Los RNT permiten proporcionar informacion a los
ciudadanos interesados en el modo y las razones por las que se
utilizan animales con fines cientificos o de docencia. Ademas, en
ellos se explican las caracteristicas de los proyectos, sus fines, los
animales que se tiene previsto utilizar y qué estrategias se
utilizaran para garantizar la aplicacion de las 3Rs (Reemplazo de
los animales enla medida delo posible, Reduccién de sunimero,y
Refinamiento de las técnicas aplicadas y condiciones de
mantenimiento para evitar tanto como sea posible el dolor, estrés
o angustia prolongada a los animales involucrados), siempre que

estas actuaciones no menoscaben la calidad de los resultados
cientificos que se esperan obtener https://www.mapa.gob.es/es/
ganaderia/temas/produccion-y-mercados-ganaderos/
bienestanimal/en-la-investigacion/Resumenes_no_tecnicos_
de_los_proyectos.aspx.

Y, por otra, la presentaciéon de la Guia sobre el
mantenimiento de la capacitacion del personal con la
participacion de: Rosa Nieto, Departamento de Fisiologia y
Bioquimica de la Nutricion Animal, Estacion Experimental del
Zaidin, CSIC; Elena Rosique, Técnico de Gestién del Servicio de
Produccion Animal de la Regién de Murcia; Patri Vergara,
Catedratica de la Universitat Autdbnoma de Barcelona,
organizadora de cursos de formacion para todas las funciones; y
Isabel Blanco, Presidenta de la Sociedad Espariola paralas Ciencias
del Animal de Laboratorio.


https://www.expobioteriosvirtual.com/
https://secal.es/webinars-secal/
https://www.mapa.gob.es/es/ganaderia/temas/produccion-y-mercados-ganaderos/bienestanimal/en-la-investigacion/Resumenes_no_tecnicos_de_los_proyectos.aspx
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La SECAL apoya la iniciativa One Health

Palabras clave: SECAL, salud, One Health.

La SECAL ha manifestado su apoyo a la iniciativa One Health
promovida por el Consejo General de Enfermeria, el Consejo
General de Colegios Farmacéuticos, el Consejo General de
Colegios de Médicos, el Consejo General de Colegios Veterinarios,
la Conferencia Nacional de Decanos de Enfermeria, la Conferencia
Nacional de Decanos de Farmacia, la Conferencia Nacional de
Decanos de Medicina y la Conferencia Nacional de Decanos de
Veterinaria de Espana.

En este documento podéis encontrar mas informacion sobre
esta iniciativa, incluyendo las lineas estratégicas a seguir para
alcanzar este objetivo: Posicionamiento conjunto sobre la
necesidad de implementar el enfoque One Health
https://secal.es/wp-content/uploads/2021/02/Posicionamiento-
conjunto.pdf.

En este posicionamiento, se hace un llamamiento a que otras
instituciones, sociedades cientificas y fundaciones manifiesten su
adhesion, y, asi, avanzar hacia la implementacién del enfoque
global One Health como modelo fundamental para mejorar la
salud publica, al considerar que tanto la salud humana, la salud
animal y la protecciéon del medio ambiente, se hallan
estrechamente relacionadas entre si y conforman un espacio
comun.

Ademas, el citado documento insiste en que la actual
pandemia ha surgido en un mundo en transformacion, en el que
el cambio climético, la globalizacién, el incremento de la
demanda de alimentos, la pérdida de biodiversidad y la
deforestacion favorecen un mayor contacto entre vida silvestre,
animales de producciény humanos.

Comunicado: la SECAL muestra su rechazo
por el maltrato animal en las imagenes divulgadas
en las instalaciones de la empresa Vivotecnia

Palabras clave: SECAL, manifiesto, maltrato animal.

El objetivo general de la SECAL es racionalizar y mejorar el uso
del animal de laboratorio al servicio de la salud del ser humanoy
de los animales, fomentando la relacion y cooperacién entre los
profesionales de nuestro sector. Desde su creacién, la SECAL ha
trabajado para hacer compatible el avance de la ciencia con el
cuidado adecuado de los animales, respetando su dignidad y
maximizando su bienestar.

Por todo lo anterior, la SECAL no puede mas que manifestar el
mas absoluto rechazo y condena a las imagenes divulgadas, pues
danan la razén de ser de nuestra Sociedad, y llevan al traste
muchos afnos de duro trabajo destinados a mejorar de manera
continuadael cuidadoy uso delos animales de laboratorio.

Estasimagenes no representan el buen hacer mayoritario que
se lleva a cabo en nuestro sector y tampoco el de una Sociedad,
cuyo origen es compatibilizar el trato digno y respetuoso de unos
animales que nos ayudan a avanzar en el progreso cientifico, y a
los quetantoselesdebe.

Confiamos en que las autoridades competentes investiguen
estos hechos y se depuren las responsabilidades que
correspondan con la mayor prontitud y ejemplaridad. Por nuestra
parte, seguiremos trabajando como hemos hecho hasta lafecha e
intentando mejorar, mas aun, para evitar que hechos de esta
naturaleza serepitan en el futuro.


https://secal.es/wp-content/uploads/2021/02/Posicionamiento-conjunto.pdf
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Transforman por primera vez astrocitos en
neuronas especificas para reparar circuitos visuales

Palabras clave: neurociencias, reprogramacion, ceguera.

Una investigaciéon llevada a cabo en el Instituto de
Neurociencias UMH-CSIC de Alicante liderada por la Dra.
Guillermina Lépez-Bendito (ver Figura 1) demuestra, por primera
vez, que es posible obtener neuronas especificas de una region
cerebral determinada a partir de astrocitos, un tipo de célula del
sistema nervioso con funciones muy importantes para el
funcionamiento del cerebro.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Losinvestigadores Guillermina Lopez-Bendito y Alvaro Herrero-
Navarro del Instituto de Neurociencias UMH-CSIC de Alicante.

Estos astrocitos han sido reprogramados mediante un factor
proneural, utilizando un virus modificado para hacerlo llegar a su
destino en el cerebro de ratones. Ademas, con esta investigacion
han descubierto que los astrocitos en regiones cerebrales
concretas expresan genes propios de sus neuronas “hermanas”
(procedentes de una célula progenitora comun), haciendo
posible su reprogramacién en un tipo de neurona sensorial
especifica.

“Hemos descubierto que genes cldsicos de las neuronas también
son expresados por los astrocitos, aunque en un nivel menor. Hay un
cédigo propio de cadaregion cerebral que comparten los astrocitos y
las neuronas, y probablemente también otras células nerviosas. Esto
es importante porque abre la posibilidad a recuperar, en el futuro,

circuitos neuronales perdidos en ciegos o sordos congénitos”, explica
la Dra. Lépez-Bendito, que es directora de la Unidad de
Neurobiologia del Desarrollo del Instituto.

Este proyecto, denominado “Reprogramacion de células
taldmicas para el restablecimiento de circuitos sensoriales”, ha sido
financiado por la Generalitat Valenciana con 400.000 euros y es la
semilla para un nuevo proyecto impulsado por la Fundacién La
Caixa con 499.000 euros, a través de la Convocatoria
CaixaResearch de Investigacién en Salud.

Gracias al tdlamo, una estructura cerebral que actia como un
simulador del mundo exterior antes del nacimiento, el cerebro ya
empieza su “puesta a punto” de sentidos como el tacto y la vista;
como demostrd el laboratorio de la doctora Lépez-Bendito en
trabajos anteriores.

Las dos estructuras cerebrales implicadas en este proceso son:
el tdlamo, que recibe la informacion del exterior; y la corteza
cerebral, que la procesa. Cuando hay una pérdida en la captacién
de los estimulos sensoriales, parte de las neuronasy los circuitos
de estas dos regiones del cerebro se pierden o se reducen
considerablemente.

Los astrocitos, un tipo de células nerviosas con forma de
estrella, podrian ser cruciales para restaurar esos circuitos
perdidos. Hasta hace poco, se consideraba a estas células gliales
“actrices secundarias” en el cerebro y la médula espinal.
Consideradas, tradicionalmente, como proveedoras de alimentoy
soporte estructural a las neuronas, el papel de los astrocitos va
mas alld y participan, también, en tareas que antes se
consideraban exclusivas de las neuronas, como el procesamiento,
latransferenciay el almacenamiento deinformacién.

En esta linea, el descubrimiento del laboratorio de la Dra.
Lépez-Bendito anade otra prueba del importante papel de los
astrocitos; los cudles son capaces de transformarse en neuronas al
serinducidos, con el potencial regenerativo que esto supone. Otro
hallazgo de este trabajo es que las células que se generan en una
zona concreta del cerebro —ya sean neuronas u otros tipos de
células nerviosas— comparten una firma molecular. Es,



precisamente, la expresién génica especifica de cada regién
compartida con las neuronas la que confiere a los astrocitos la
capacidad de convertirse en neuronas de un tipo concreto en
determinadas condiciones.

La hipotesis de partida del grupo de la Dra. Guillermina Lopez-
Bendito fue que, dado quelas neuronasy los astrocitos se generan
a partir de las mismas zonas germinales, podrian compartir firmas
moleculares comunes que reflejen su origen y actien
potencialmente para coordinar las caracteristicas de desarrollo
especificasdelaregiénalaque pertenecen.

Asi, han descubierto que los astrocitos del talamo y de la
corteza cerebral presentan firmas transcripcionales y
epigenéticas especificas de la regién a la que pertenecen. Esas
firmas las comparten con las neuronas generadas dentro de la
misma regién, pero no con las de otras regiones, proporcionando
un grado notable de especificacion regional para la
reprogramacion de astrocitos en neuronas inducida por un factor
proneural, o gen maestro, denominado Neurogenina-2. Para
introducir este gen maestro, el laboratorio de la Dra. Lopez-
Bendito ha inyectado en el tdlamo postnatal de los ratones un
virus que infecta solo a los astrocitos y logra reprogramarlos para
que se conviertan en neuronas, abriendo la puerta a recuperar los
circuitos sensoriales de la vista o el oido, danados en etapas
tempranasdelavida.

En otras palabras, como los astrocitos y las neuronas
comparten progenitor y la expresion de genes especificos de una
region, es esa firma molecular la que dirige la reprogramacion
inducida por factores de transcripcién, para que los astrocitos
adquieran unaidentidad similarala de sus neuronas hermanas.

Ademéds, han visto que al manipular ese cédigo genético
especifico de cada region se redirige la reprogramacion de los
astrocitos hacia neuronas de identidad regional diferente, pero
predecible, en funcién de la manipulacién efectuada.

“Ahora estamos intentando averiguar si de forma espontdnea,
los astrocitos pueden convertirse en neuronas en situaciones
concretas; por ejemplo, cuando provocamos un aumento de
astrocitos reactivos”, explica la Dra. Lopez-Bendito. Los astrocitos
reactivos se encargan de proteger a las neuronas cuando se
produce un dafio, aunque en ocasiones su actuacion también
puede perjudicarlas si su reaccion es muy potente.

El aumento del nimero de astrocitos reactivos o astrogliosis
favorece que estas células se vuelvan mas maleables o mas
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“déciles”: “en esas circunstancias, pensamos que tal vez sin
necesidad de introducir un gen maestro que guie la reprogramacion,
podriamos observar de forma espontdnea esa capacidad de los
astrocitos para convertirse en neuronas”, sehala la Dra. Lopez-
Bendito.

“Con este trabajo se demuestra que el proceso de
reprogramacion de astrocitos a neuronas es factible. Y lo hemos
conseguido en estudios tanto in vitro como in vivo en ratones control.
Ahora nuestro reto inmediato —y proyecto presente— es hacerlo
posible en modelos de ratén con ceguera congénita. En estos
animales utilizaremos esta misma técnica para reprogramar
astrocitos sensoriales y que se conviertan en neuronas visuales que
suplan alas quese habian perdido”, concluye la Dra. Lopez-Bendito.

El cientifico Alvaro Herrero, primer firmante de la
investigacion, ha precisado que en el estudio han comprobado
que podian producir esa reprogramacion incluso en ausencia de
un dano especifico, y ha explicado que ahora estan trabajando
para llevar la misma técnica a modelos animales tanto de ceguera
congénitacomo de ceguera derivadade un glaucoma.

Herrero ha informado que en siguientes fases se van a centrar
en mejorar la eficiencia de esa reprogramacion celular en modelos
animales con pérdida sensorial, y en comprobar que se produce
unaregeneracion completay funcional de los circuitos neuronales
danados: “una vez que la estrategia sea lo mds éptima posible,
podremos empezara pensar en trabajar con organismos superiores y
en el disefio de la forma mds adecuada y menos invasiva de producir
esta regeneracion”, ha sefnalado el investigador del Instituto de
Neurociencias.

- Herrero-Navarro A., Puche-Aroca L., Moreno-Juan V., et al. Astrocytes
and neurons share region-specific transcriptional signatures that confer
regional identity to neuronal reprogramming. Sci. Adv.
2021;7(15):eabe8978.

- Notade prensa-Comunicacion Instituto de Neurociencias.
- https://www.rtve.es/noticias/20210409/investigadores-espanoles-

logran-transformar-celulas-neuronas-capaces-reparar-danos-
visuales/2085216.shtml


http://in.umh-csic.es/noticia-detalle.aspx?noticia=700
https://www.rtve.es/noticias/20210409/investigadores-espanoles-logran-transformar-celulas-neuronas-capaces-reparar-danos-visuales/2085216.shtml
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Desarrollan un farmaco que revierte
los sintomas del Alzheimer en ratones

Palabras clave: Alzheimer, autofagia, envejecimiento.

Investigadores de la Facultad de Medicina Albert Einstein de
Nueva York han disefado un farmaco experimental que potencia
un tipo de autofagia, un mecanismo natural de limpieza celular
que elimina las proteinas no deseadas, y que es capaz de revertir
los sintomas de la enfermedad de Alzheimer en ratones, el paso
previo paraque funcione enhumanos.

El estudio, publicado enlarevista Cell, ha sido dirigido por una
de las cientificas espanolas mas destacadas: Ana Maria Cuervo,
doctora titular de la Catedra Robert y Renée Belfer para el Estudio
de las Enfermedades Neurodegenerativas y co-directora del
Instituto de Investigacion sobre el Envejecimiento en el Albert
Einstein College of Medicine de Nueva York.

“Los descubrimientos en ratones no siempre se trasladan a los
humanos, especialmente en la enfermedad de Alzheimer, y no
queremos crear falsas expectativas” advierte la Dra. Cuervo, pero,
con esta investigacion, “pensamos que podria funcionar porque lo
Unico que estamos haciendo es reponer una funcién de la célula al
nivel juvenil’; explica la doctora, para ello, “bdsicamente usamos la
forma natural en que las células eliminan la toxicidad en una
personajoven”,insiste.

El compuesto reactiva la autofagia mediada por chaperonas
(AMC), un proceso de limpieza celular clave para la salud y el
envejecimiento, descubierto por esta bidloga celular en los 90.

A medida que envejecemos, la autofagia pierde eficiencia y
permite que las proteinas téxicas se acumulen provocando danos
alas células. Es como meter la basuraen bolsasy que noselaslleve
el basurero; cuando esto ocurre, el cerebro desarrolla
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, cuyos
pacientes tienen agregados proteicos toxicos en el cerebro,“como
bolsas de basuraen unahuelgadelimpieza”.

En este trabajo, la Dra. Cuervo demuestra que la pérdida de
AMC en las neuronas contribuye al desarrollo de Alzheimer en
animales, ya que en estos modelos la AMC esta disminuida, lo que
significa que los farmacos para reactivar esta forma de autofagia
podrian tratar las enfermedades neurodegenerativas.
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Primero, la Dra. Cuervo y su equipo analizaron si la alteracion
de la AMC contribuye al Alzheimer, y para ello usaron un ratén
modificado genéticamente en el que las neuronas cerebrales
excitadoras carecian de este proceso de limpieza celular.

Esta falta de AMC provocé pérdida de memoria a corto plazo,
dificultades de movimiento y otros problemas relacionados con
los sintomas de la enfermedad de Alzheimer; pero, sobre todo,
alteré profundamente la proteostasis, es decir, la capacidad de las
células pararegulary degradar las proteinas que contienen.

La Dra. Cuervo sospechaba que lo contrario también era cierto
y que el Alzheimer temprano afectaba a la AMC, asi que estudié un
modelo de ratén de Alzheimer temprano en el que las neuronas
producian copias defectuosas de la proteina Tau (clave en el
desarrollo delaenfermedad).

Luego, usando pacientes, observaron que el nivel de actividad
dela AMCen el tejido cerebral estaba algo inhibido enlas primeras
fases del Alzheimer, y mucho mas inhibido en los casos de los
pacientes con Alzheimer avanzado.

Cuando las personas llegan alos 70 u 80 afnos, laactividad dela
AMC suele estar en torno a un 30% disminuida, una reduccién de
actividad que el cerebro de la mayoria de las personas puede
compensar, pero si coincide con una enfermedad
neurodegenerativa se convierte en una mezcla con efectos
devastadores.

Estas investigaciones han sido la base del farmaco
desarrollado por la Dra. Cuervo, un compuesto que mejora la AMC
elevando los niveles de un componente clave: el receptor
LAMP2A, que recibe a las proteinas danadas unidas a las
chaperonas para destruirlas en los lisosomas (los “puntos limpios”
enlosqueseeliminalabasuracelular).

Este compuesto —denominado CA- restaura el LAMP2A a
niveles juveniles y ayuda a la AMC a deshacerse de la Tau y otras
proteinas defectuosas para que no forme ciimulos toxicos.



El medicamento, suministrado a dos modelos diferentes de
ratén de la enfermedad de Alzheimer durante 4-6 meses, mejord
la memoria, la ansiedad y la capacidad motora sin dafnar otros
drganos.

“El fdrmaco no ataca la causa del Alzheimer sino la
consecuencia, que es la acumulacion de proteinas toxicas dentro de
la célula, que causa los sintomas. Por eso, si funciona esperamos
poder mantener a los pacientes asintomdticos, como cuando tenian
20anos”, detallaladoctora.

Para ello haran falta estudios con otros animales mas
parecidos alos humanos (para asegurarse de que no tiene efectos
toxicos), mientras la Dra. Cuervo y su equipo siguen buscando
mecanismos alternativos para estimular la limpieza celular y ver si
se pueden usar en otras enfermedades.

https://www.lavanguardia.com/vida/20210422/7016063/desarrollan
-farmaco-revierte-sintomas-alzheimer-ratones.html

https://www.abc.es/salud/enfermedades/abci-este-farmaco-
experimental-limpia-basura-celular-causa-alzheimer-
202104221710_noticia.html

https://www.infosalus.com/farmacia/noticia-farmaco-experimental-
muestra-potencial-contra-enfermedad-alzheimer-
20210426080435.html
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Investigadores espaiioles desarrollan
un farmaco antitumoral cuyos ensayos
clinicos se realizaran a escala mundial

Palabras clave: antitumoral, pez cebra, raton.

La Universidad Catdlica de Murcia (UCAM), el Instituto
Murciano de Investigacion Biosanitaria (IMIB) y la Universidad de
Granada han presentado nuevos resultados de su estudio para la
busqueda de farmacos que actien ante la migracion einvasionde
las células tumorales, y que ha dado lugar a una patente. Tras el
éxito de las investigaciones in vitro e in vivo, proximamente, se
comenzara con los ensayos clinicos en pacientes oncolégicos.

Mediante técnicas de quimica computacional en
supercomputadores, los investigadores han rastreado diferentes
farmacos y han encontrado un nuevo uso para el farmaco
antidepresivo imipramina como inhibidor de la fascina-1; una
proteina, cuya sobreexpresion se asocia con canceres de mamay
colorrectales con muy mal prondstico, y que en la mayor parte de
los casos no disponen de una terapia antitumoral especifica.
Empleando modelos animales de pezy roedor, los investigadores
han comprobado que bloqueando la fascina-1 con imipramina
estas células tumorales se vuelven menos invasoras y menos
metastasicas (ver Figura 1).

Tras el descubrimiento de este nuevo uso de laimipramina, se
comenzaron a desarrollar pruebas in vitro, y el éxito observado en
modelos de pez cebra llevé a los investigadores a proteger sus
hallazgos con una patente. Los estudios posteriores realizados en
modelos de invasion en ratén han confirmado la actividad
antitumoral de este farmaco (ver Figura 1).

Préximamente, se comenzard a trabajar en ensayos clinicos
en pacientes oncolégicos de la Regiéon de Murcia, gracias a los
fondos obtenidos a través de una convocatoria del Instituto de
Salud Carlos Ill. Ademas, a través de la OTRI (Oficina de
Transferencia de Resultados de Investigacion) de la Universidad
Catdlica de Murcia, se ha tramitado la licencia de la patente a la
empresa americana Ennaid Therapeutics, lo que permitird
continuar con los ensayos clinicos y su explotacién comercial no
s6lo en Europa como hasta ahora, sino también en EE. UU,,
Canada, Australiay Japon.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura1.-El grupo de ratones tratados con imipramina (derecha)
desarrollan tumores mas pequenos que el grupo control
(izquierda). Fuente UCAM.

El desarrollo de esta patente ha sido posible gracias a Pablo
Conesa del Hospital Universitario Santa Lucia de Cartagena y jefe
de grupo del IMIB, y a Horacio Pérez, miembro del Grupo de
Investigacion BIO-HPC dela UCAM, junto alos investigadores dela
Universidad de Granada: Irene Luque, Javier Ruiz y José Cristébal
Martinez. Del IMIB, también han participado Manuel Bernabé,
Marfa Luisa Cayuela, Angel Bernabé, Juan Cabezasy Francisco José
Nicolas;y dela UCAM, Silvia Montoroy Begofa Alburquerque.

https://www.ucam.edu/noticias/desarrollan-en-la-region-la-patente-
de-un-farmaco-antitumoral-cuyos-ensayos-clinicos-se

- https://www.infosalus.com/farmacia/noticia-investigadores-
espanoles-desarrollan-farmaco-antitumoral-cuyos-ensayos-clinicos-
realizaran-escala-mundial-20210326104952.html
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Tratamiento de leche animal para la extraccion de
vesiculas extracelulares en investigacion biomédica

Maria Isabel Gonzalez Gutiérrez"’

'Unidad de Medicina y Cirugia experimental, Instituto de Investigacién Sanitaria Gregorio Maraién
“Unidad de Imagen Avanzada, Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC) Carlos Il

Palabras clave: centrifugacion, exosomas, leche.
INTRODUCCION

Laleche animal es uno de los principales elementos deladieta
del ser humano, especialmente, la de vaca, cabra y oveja. En el
conocimiento popular esta establecida la idea de que la leche es
uno de los pilares fundamentales para el desarrollo del sistema
inmune, fortaleciendo las barreras defensivas del organismo y
extendiendo, asi, su consumo desde la edad infantil hasta la
adulta.

En los ultimos afos, los cientificos han puesto el foco de
investigacion en la gran cantidad de vesiculas extracelulares
contenidas en la leche como promotores de la maduracion del
sistema inmune infantil. Estas vesiculas tienen su origen en
diferentes poblaciones celulares presentes en las glandulas
mamarias como las células madre, las células epiteliales o las
células del sistema inmune. Una vez secretadas, las vesiculas
extracelulares quedan contenidas en la leche y se incorporan al
sistema circulatorio del organismo consumidor tras ser absorbidas
enelintestino (ver Figura 1). Su contenido, queincluye microARN y
proteinas bioactivas, es capaz de interferir en procesos fisiolégicos
tales como la activacion y maduracién de las células del sistema
inmune, el desarrollo del intestino e incluso en procesos
antiinflamatorios'.

RPFRRE REARA

Imagen suministrada por la autoria

Figura1.-Las vesiculas extracelulares contenidas en las glandulas
mamarias se incorporan al organismo a través del consumo de
leche. Estas vesiculas son capaces de llegar al sistema
circulatorio una vez han sido absorbidas en el intestino. Figura
creada con BioRender.com (bajo licencia).
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Son muchos los subtipos de vesiculas extracelulares
presentes en la leche, diferencidandose en funcién de sus
caracteristicas morfoldgicas y su biogénesis. De entre ellas, los
exosomas destacan no solo por participar en los roles biologicos
anteriormente descritos, sino por su pequeno tamafno (30-150
nm) y su estructura de bicapa lipidica’. Estas caracteristicas,
unidas a su origen natural, los postulan como posibles sustitutos
de las nanoparticulas sintéticas disefiadas con fines biomédicos,
como los liposomas.

El primer paso para poder estudiar el comportamiento y
potencial uso en biomedicina de las vesiculas extracelulares
contenidas en la leche es aislarlas de este fluido biolégico. Para
ello, la técnica mas empleada es la centrifugacion diferencial
unida a ultracentrifugacion'. Esta metodologia permite el
tratamiento de grandes volumenes de muestra a temperaturas
controladas, resultando especialmente Util en el caso de fluidos
biolégicos como la leche. Este articulo recoge algunas de las
consideraciones que se deben tener en cuenta para la correcta
extraccion de vesiculas extracelulares de la leche, asi como,
recomendaciones basadas en la propia experiencia del grupo de
investigacion.

MATERIALES
Leche

Obtener laleche directamente del origen animal que se desea
estudiar asegura que ningun tratamiento adicional haya podido
alterar laintegridad de las vesiculas extracelulares. Se recomienda
mantener la leche refrigerada (4°C) hasta llevar a cabo el
protocolo de extraccion de las vesiculas. Si el tiempo desde la
obtencién de la muestra de leche hasta la extraccién es
prolongado, se puede alicuotar y mantener a -80°C para evitar la
degradaciondelas vesiculas.



En caso de adquirir la leche directamente en una tienda o un
supermercado, se recomienda comprar leche fresca. En la
bibliografia se ha detallado que el proceso de pasteurizacién al
que se hasometido laleche no parece afectar alaintegridad delas
vesiculas celulares contenidas en ella’. Por el contrario, otros
trabajos sugieren que, en las leches tratadas a altas temperaturas,
ultrapasteurizacion (UHT), se puede alterar significativamente el
contenido de las vesiculas celulares presentes en este fluido
biolégico'.

Instrumental

- Centrifuga de altas prestaciones o ultracentrifuga: se requiere
que la centrifuga empleada sea capaz de alcanzar una
velocidad de 100.000 g (fuerza centrifuga relativa) o 30.000
rpm, aproximadamente, y 4°C de temperatura. Normalmente,
este tipo de centrifugas van equipadas con un rotor de dngulo
fijo (ver Figura 2).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.-Rotor de angulo fijo para centrifugas de altas prestaciones.
Beckman Coulter Inc. (California, USA).

- Tubos de extraccién: deben adaptarse a las caracteristicas del
rotor de la centrifuga. Los tubos de policarbonato, equipados
con tapa, pueden reutilizarse en multiples ocasiones y son
facilesdelavar (ver Figura 3).
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Figura3.-Tubos de policarbonato equipados con tapa de la marca
Beckman Coulter Inc. (California, USA).

- Micropipetasy tampdn fosfato salino (PBS 1X).

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO ESTANDAR DE
EXTRACCION

La metodologia de centrifugacion diferencial y
ultracentrifugacién para la extracciéon de vesiculas extracelulares
se basa en someter a este fluido bioldgico a diferentes rondas de
centrifugacion; empezando por velocidades bajas, que permitan
eliminar diferentes elementos caracteristicos de la leche, e
incrementandolas hasta lograr precipitar las vesiculas (ver Figura
4).

La gran mayoria de publicaciones realizan todos los pasos
incluidos de centrifugacion a una temperatura de 4°C. El esquema
general, basado en diferentes publicaciones dela literatura’, seria
el siguiente:

- Centrifugacion a velocidades comprendidas entre 3.000 y
5.000 g: permite la precipitacion de la grasa de la leche y los
glébulos de grasa contenidos en ella. Los tiempos de
centrifugacion varian en la bibliografia. Segun la propia
experiencia del grupo de investigacion, tiempos cortos de 10-
15 minutos son suficientes para lograr la precipitacion de




estos elementos. A estas velocidades también es posible
precipitar los agregados de caseina, una de las proteinas de la
leche que mas suelen contaminar las muestras de vesiculas
extracelulares. Una vez acabada la centrifugacion, se
transfiere el sobrenadante resultante a nuevos tubos,
descartando en los usados los elementos precipitados.

Centrifugacion a velocidades comprendidas entre 12.000 y
13.000 g: permite aumentar la eliminacién de caseina, asf
como precipitar restos celulares (en inglés, cell debris). Segtn
la experiencia del grupo, tiempos de 30-35 minutos son
suficientes para precipitar estos elementos. Una vez acabada
la centrifugacion, se transfiere el sobrenadante resultante a
nuevos tubos, descartando en los usados los elementos
precipitados.

Centrifugacién a velocidades préximas a 35.000 g: permite
precipitar vesiculas extracelulares grandes. Para ello, una
ronda de centrifugaciéon de 15 minutos resulta suficiente. Una
vez acabada la centrifugacion, si se considera que las vesiculas
celulares de interés se pueden encontrar contenidas en el
precipitado (p. ej. microvesiculas de tamafno comprendido
entre 100-1.000 nm), se descartaria el sobrenadante,
acabando con el protocolo de extraccion. Las vesiculas
aisladas se pueden resuspender en PBS empleando una
micropipeta, evitando tocar el producto precipitado con la
punta de la misma. La muestra resultante se puede conservar
a 4°C por tiempos cortos o congelada por periodos mas
largos. Si se desea precipitar poblaciones de vesiculas
extracelulares de menor tamafo (p. ej. exosomas de 30-150
nm), se transfiere el sobrenadante resultante a nuevos tubos,
descartando en los usados los elementos precipitados.

Centrifugacion a velocidades comprendidas entre 100.000 y
135.000 g: permite centrifugar vesiculas extracelulares
pequenas. La velocidad minima para conseguir precipitar esta
poblacion de vesiculas es 100.000 g, siendo recomendable
extender la ronda de centrifugacion por un tiempo minimo de
1 a 2 horas. Una vez acabada la centrifugacion, las vesiculas
extracelulares pequefas quedan precipitadas en el tubo de
extraccion, por lo que el sobrenadante puede descartarse. Las
vesiculas aisladas se pueden resuspender en PBS empleando
una micropipeta, evitando tocar el producto precipitado con
la punta de la misma. La muestra resultante se puede
conservar a 4°C por tiempos cortos o congelada por periodos
mas largos.
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Figurad.-Esquema del protocolo de extraccion de vesiculas

ANIMALES DE LABORATORIO
VERANO 2021 / NUMERO 90

3000 - 5000 G
10 15 min

12000 - 13000 G
30-35min

T

Precnpltaclén Precipitaciéon

de grasa de parcial de
lechey caseinay de
precipitacion restos
parcial de celulares
caseina
35000 G
15 min

Precipitacion
de vesiculas
extracelulares
"grandes”

100.000 - 135.000 G
1-2h

Precipitacién
de vesiculas

extracelulares
"pequeiias”

:

Imagen suministrada por la autoria

extracelulares de leche mediante centrifugacion diferencial y
ultracentrifugacion. Figura creada con BioRender.com (bajo
licencia).

CONSIDERACIONES GENERALES

La eficacia del proceso de extraccion depende de muchos
factores: tipo de leche seguin la especie, tratamiento previo de
la leche en caso de ser comercial, asi como, condiciones
técnicas de los instrumentos de centrifugacion. En este
articulo se recogen los pasos de extraccion mas repetidos en
diferentes articulos cientificos, incluyendo la propia
experiencia del grupo de investigacion en la extraccion de
exosomas de leche de cabra. Por lo tanto, cada investigador
debe valorar si podria optimizar este protocolo en funcién del
material de estudio einstrumental del que disponga.

Es importante considerar que los tubos de extraccion
colocados en posiciones opuestas deben tener
pesos/volumenes similares, mejorando el rendimiento de
extraccion y asegurando la seguridad del equipo,
especialmente, en las centrifugaciones de velocidades mas
altas.

Segun se incrementa la velocidad de centrifugacion
requerida en el protocolo, la centrifuga puede tardar un
tiempo en alcanzarla. Se recomienda consultar el manual de
uso de la misma para determinar el tiempo exacto, aunque
para velocidades altas se recomienda anadir 5 minutos al
tiempo base de centrifugacion.



Los precipitados de vesiculas extracelulares, especialmente, en
el caso de las mas pequenas, pueden resultar dificiles de
localizar, debido a su aspecto gelatinoso y transparente. Se
recomienda realizar una marca en el tubo con un rotuladorantes
del paso de centrifugacion correspondiente, teniendo en
cuenta que la zona de precipitacién de las vesiculas variara en
funcién dela posicién del tubo en el rotor de la centrifuga.

Una vez precipitada y resuspendida en PBS la poblacion de
vesiculas extracelulares deseada, es recomendable realizar
algun lavado. Para ello, se puede volver a centrifugar la
suspension de vesiculas durante 1,5-2 horas, con el fin de
eliminar principalmente los restos de proteinas de leche que
pudiesen haber co-precipitado junto con las vesiculas durante el
proceso de extraccién. Otra opcion es utilizar filtros de
membrana con el tamafo de poro adecuado en funcién de las
vesiculas.

CONCLUSIONES

Actualmente, el estudio de las vesiculas extracelulares

contenidas en la leche resulta de gran interés tanto para ampliar el
conocimiento del rol biolégico de la leche en el sistema inmune
como para evaluar su potencial uso como sustitutos naturales de
nanoparticulas sintéticas. Es dificil estandarizar un tnico protocolo
de extracciéon de vesiculas extracelulares de la leche, ya que las

condiciones de partida de este fluido biolégico y del instrumental

disponible en el laboratorio influyen en el rendimiento de la

extraccion. Sin embargo, la metodologia de extraccién mas
empleada es la centrifugacion diferencial unida a

ultracentrifugacion, ya que permite trabajar con grandes volumenes
de muestra y aislar las vesiculas extracelulares en condiciones bien

controladas.
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Causas de la fatiga por compasién o Burnout

Jestis Martinez Palacio
Técnico Superior en Prevencion de Riesgos Laborales
Responsable del Servicio de Animalario del CIEMAT

Palabras clave: fatiga por compasion, agotamiento emocional,
Burnout.

En la aparicion del Burnout (fatiga por compasion o
agotamiento emocional, en nuestro caso), varios autores han
estudiado qué factores determinan la aparicion del mismo, aunque
estos han sido llevados a cabo en trabajos no relacionados con la
experimentaciéon animal.

Engeneral, el trabajo tiene dos vertientes:
LAS EXIGENCIAS

Los estresores relacionados con el trabajo.

La carga de trabajoy la presion temporal explican entre el 25%y
el 50% de la aparicion del Burnout, especialmente en el caso del
agotamiento emocional. En el estudio realizado por Lee y Ashforth
(1996), se asigna a nivel general, un42% de importancia.

Sin duda, en nuestro ambito profesional, estos factores también
juegan un papel importante, aunque no suelen reflejarse en los
estudios que hemos realizado durante afos sobre Riesgos
Psicosociales en el CIEMAT (alumnos del curso de Prevencién de
Riesgos Laborales en Experimentacion Animal).

En el trabajo realizado por Pfenning y Huisch (1994), el conflicto
de rol (de vigilantes de prisiones) o la ambigiiedad de rol (de
enfermeras), explican respectivamente: el 24% y 14% del
agotamiento emocional, el 13%y 8% de despersonalizacion, y el 2%
y 10% de baja realizacion emocional. Son niveles a tener en cuenta
porsurepercusion en el nivel de Burnout.

Estos factores, que se reflejaban marcadamente en el estudio
realizado hace anos sobre una amplia muestra de trabajadores del
ambito de la experimentacién animal en Espana, son sin duda
determinantes de la aparicién de la fatiga por compasién en nuestro
gremio. La dicotomia entre cuidar al animal y generar conocimiento
util para las personas frente al dolor o dafo infligido al mismo es, en
miopinién, unodelos principales factores a tener en cuenta.
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LOS RECURSOS

El apoyo social y los factores que regulan o autorregulan las
actividades otareas.

Aunque la relaciéon no sea tan importante como en las
exigencias del trabajo, la falta de apoyo social por parte de los
supervisores, especialmente, esta especialmente relacionada con
niveles elevados de Burnout (del mismo modo que una falta de
feedback en el trabajo se relaciona en sentido positivo con las tres
dimensiones del sindrome).

Pero la falta de apoyo social no sélo se refiere a los supervisores,
también se sufre de un modo general o de la opinién publica. Estos
dias hemos vivido todos la estigmatizacion de la profesion a causa
del “affaire Vivotecnia’, y nos hemos visto escrutados y obligados a
justificarnos. Este factor también destacaba en el estudio general
querealizamos desde el CIEMAT hace afios.

De un modo mas moderado, una falta de participacion en la
toma de decisiones y de autonomia esta inversamente relacionada
conun elevado Burnout.

En el caso de la experimentacion animal, los factores asociados
a“recursos” se pueden considerar mas determinantes que en otros
grupos laborales. Se han descrito diferentes iniciativas en este
sentido:

- Seminarios cientificos adaptados al personal de
animalario: permite comprender la importancia del trabajo
con animales y vincula el mismo a los logros cientificos. La
mayoria de centros tienen establecidos seminarios cientificos,
que pueden adaptarse a la experimentaciéon animal. En el
CIEMAT esta iniciativa ha sido siempre muy bien valorada por
nuestro personal.



- Reuniones periddicas, individualizadas, de los
responsables con el personal del animalario: para comentar
problemas, propuestas, preocupaciones y mostrarles
valoraciones de su desempeno. Esta iniciativa de Joana Visa
incide muy positivamente en la participacién de los
trabajadoresy suvaloracion.

- Actualizaciones internas de protocolos, con presentaciony
discusion entre los trabajadores: en nuestro caso, tras
bandearalgunas tensiones, acabaron resultando positivas entre
los trabajadores.

De manera general, la relacion de estas caracteristicas de la
organizacion con los elevados niveles de Burnout es generalizable
en cuanto al nivel de agotamiento emocional y de
despersonalizacion; pero, con la excepcion de laambigliedad derol,
esta relaciéon es mucho menos importante con el nivel de baja
realizaciéon personal.

Un estudio de Koeske y Koeske (1989) sobre la relacién con
distintas personas ofrece resultados contradictorios. Si nos fijamos
en el numero de casos distintos atendidos, suponen un elevado
nivel de carga y de presiéon temporal (factores estresores
relacionados con el trabajo). En cambio, si nos fijamos en la
dificultad de la relacién con personas complicadas y con problemas
diferentes, se detecta una modesta relacion positiva con el Burnout
cuanto masdificiles son las relaciones.

Se ha observado que el trabajo frecuente con pacientes o
clientes dificiles hace que se desarrollen mecanismos adaptativos
que previenen los efectos negativos a largo plazo, como el Burnout.

Sélo a nivel de “broma’, seamos pacientes con los companeros

investigadores super-exigentes o pejigueras. jEstan contribuyendo
amejorar nuestro Burnout!
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Técnicas de manejo no aversivo en la rata

Violeta Solis, Cristina Mufioz, Rubén Diaz Viso, Angeles Talavante y Magdalena Jiménez

GlaxoSmithKline I+D DDW-IVSD

Palabras clave: bienestar, manejo, inmovilizacion.

Recientemente, hemos hablado del manejo no aversivo en el
ratény ahora le toca el turno alarata. En general, las ratas dan mas
miedo que los ratones, sobre todo cuando no se tiene mucha
experiencia trabajando con ellas. No es sorprendente, porque la
rata es mucho mayor y maés fuerte, y tiene unos dientes
considerablemente mas grandes. Sin embargo, en lo que mas se
parecen ratas y ratones es en su morfologia, porque respecto a su
comportamiento son bastante diferentes. A pesar de su tamano y
del miedo que puedan dar, las ratas de laboratorio son animales
déciles, con muy buen cardcter y que se acostumbran
rapidamente a nosotros. Para facilitar que esto sea asi, se deben
tratar con cuidado y manipular e inmovilizar adecuadamente. En
estearticulo vamos a ver como podemos hacer esto.

INTRODUCCION

La rata de laboratorio es un animal inteligente y sociable. Esto
se refleja en su conductay, cuando se la trata adecuadamente, en
su tolerancia al manejo y a la inmovilizacion. Las ratas suelen ser
daciles, especialmente, si se les manipula de forma regular desde
una edad temprana. Es fundamental que se maneje e inmovilice a
las ratas de manera correcta, principalmente, para prevenir
cualquier dano que se les pueda hacer, pero también porque
favorecera que estén mas tranquilas, facilitando asi nuestro
trabajo.

Las ratas, al contrario que los ratones, solo muerden en
situaciones muy concretas y en ocasiones esto puede indicarnos
que estan sufriendo mucho dolor o malestar. Debemos tener
especial cuidado con las hembras con crias y con los machos de
edad avanzada. Quitando estas dos excepciones, es muy raro que
una rata nos muerda si la manejamos adecuadamente, a no ser
que se encuentre muy enferma o sufra un dolor fuerte. Asi, si nos
encontramos con una rata que intenta mordernos de manera
defensiva, debemos considerarlo una senal de alarma que puede
indicarnos que el animal no estd bien. Sin embargo, debemos
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distinguir los mordiscos defensivos de los “mordisqueos”
exploratorios o de juego. Cuando una rata nos mordisquea los
dedos sin llegar a apretar, debemos alegrarnos porque es un
indicativo de que esta relajada y mostrando una actitud positiva
hacia nosotros. Cloutier y colaboradores' observaron que una de
las conductas més habituales cuando les hacemos “cosquillas” a
las ratas y estas responden positivamente a las mismas es,
precisamente, el acercamiento voluntario a la mano y el
mordisqueo de los dedos. Vamos a comentar lo de las “cosquillas”
endetalle més adelante.

Todos los estudios con animales pasaron por una revision
ética y se realizaron de acuerdo al Real Decreto 53/2013 y a la
politica corporativa sobre Cuidado, Bienestar y Trato a los
animales de GSK.

EVITARLACOLA

Como conlosratones, se debe evitar cogeralas ratas dela cola
para sacarlas de la jaula. Cogerlas de la cola va a causarles miedo 'y
la proxima vez que queramos cogerlas, nos resultara mas dificil
porque huiran de nosotros. Ademads, las ratas pesan bastante y
podemos llegar a hacerles dafio en la cola si se quedan
suspendidasdeella.

En vez de por la cola, podemos coger a la rata del térax, bien
de forma dorsal, rodeando sus escapulas y hombros con la palma
de nuestra mano y situando los dedos por debajo; bien de forma
ventral, situando la mano por debajo del cuello y deslizdndola
desde la cabeza hacia el térax, situandola entre la rata y la viruta
(ver Figura 1). De la primera manera, obtendremos un mejor
agarre, lo que es adecuado si la rata no estd acostumbrada a la
manipulacién o nosotros no estamos familiarizados con el agarre
ventral. El agarre ventral es menos firme, pero puede ser
especialmente util cuando tenemos animales operados con un
catétervascular (ver Figura2).



Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Manejo de la rata evitando el uso de la cola. A. Agarre dorsal. B.
Agarre ventral. El enriquecimiento se ha retirado para una mejor
visibilidad. Fotos de los autores.

En ambos casos es fundamental que, al levantar a la rata de la
superficie enlaque se encuentra, se apoyen las patas traserasenla
otra mano (ver Figura 2). Tener las extremidades traseras en el aire
es algo que altera mucho a las ratas y en cuanto notan que esto
ocurre, comienzan a agitarse para buscar apoyo.

o e f
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Figura 2.- Para sacar a la rata de la jaula, una mano sujeta el area toracicay
en laotra se apoyan las patas traseras. A. Sujecion ventral de una
rata canulada, con el lomo afeitado por motivos experimentales.
B. Sujecion dorsal de una rata canulada evitando poner la mano
sobre el catéter. El enriquecimiento se ha retirado para una
mejor visibilidad. Fotos de los autores.

INMOVILIZACION

La inmovilizacién también es fundamental para asegurar
tanto el bienestar de los animales como una buena técnica
experimental. La sujecion debe ser suficiente para evitar que el
animal se muevay pueda hacerse dafo con laaguja, sonda, etc.en
la administracion o en la toma de muestras, pero no excesiva para
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evitar causarle dafo, ansiedad o miedo. Stuart and Robinson
publicaron en 2015° un estudio muy interesante donde se
investigaba el efecto de la inmovilizacion para la administracion
intraperitoneal (ip) en rata. Las investigadoras prueban una
técnica de inmovilizacion donde el animal estda mas libre y
observan que, en gran medida, el estrés causado por la
administracion ip se debe mas a la inmovilizacién en si que al
pinchazo de la aguja. Alinmovilizar a las ratas con esta técnica (ver
Figura 3B) observan una menor elevacion de la corticosterona, un
menor nimero de vocalizaciones y una menor oposicion a la
inmovilizacién en comparacion con las ratas inmovilizadas de la
manera habitual. Stuart et al.’ mostraron, ademas, que las ratas
inmovilizadas con la técnica de inmovilizacién mas libre tenian un
mejor estado afectivo que las ratas inmovilizadas con la técnica
convencional (ver Figura 3A).

A

Imagen suministrada por la autoria

Figura3.-A. Inmovilizacién convencional de la rata para una
administracion. B. Inmovilizaciéon de la rata con la técnica
propuesta, donde la rata tiene mayor capacidad de
movimiento. Imagen de Stuart and Robinson (2005), bajo
licencia internacional Creative Commons Attribution 4.0.

En nuestro caso, hemos de decir que no hemos sido capaces
de utilizar la técnica descrita para la inmovilizacién. Sin embargo,
si que observamos que las ratas estan mucho mas tranquilas si se
les da cierta libertad de movimiento durante lainmovilizaciény la
posibilidad de esconder la cabeza debajo de la mano o en el
hueco del brazo (ver Figura 4). También hemos detectado que es
fundamental evitar los ruidos, especialmente, los ruidos metalicos
contra la mesa del laboratorio, para evitar asustar a las ratas y que
se muevan bruscamente.



Imagen suministrada por la autoria

Figura4.- Sujecion de la rata durante la obtencion de muestras de sangre,
donde se le da la libertad de colocarse en la posicion que
prefiera. A. La rata prefiere colocar la cabeza en el hueco del
brazo.B. Larata esconde la cabeza bajo la mano.C.y D. Las ratas
prefieren asomar la cabeza. Fotos de los autores.

COSQUILLAS

Una forma de facilitar el bienestar de las ratas en los
procedimientos experimentales es utilizar el juego para crear una
relacion de confianza y relajar a los animales. LaFollete y
colaboradores™ han desarrollado una técnica para realizar
“cosquillas”a las ratas, lo que se denomina de forma mas cientifica
“juego heteroespecifico”. El método se basa en los movimientos de
juego intraespecificos de la rata y fue desarrollado, inicialmente,
por el neurocientifico Jaak Panksepp, quien lo utilizé para estudiar
los estados afectivos en las ratas*’. Realizando las cosquillas antes
de los procedimientos experimentales, se consigue que los
animales estén mas tranquilos y que el procedimiento resulte
menos estresante'’. También se pueden utilizar para mejorar el
bienestar de las ratas que deben alojarse solas por razones
experimentales’.
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Las cosquillas constan de tres pasos: 1) realizar un
movimiento rapido con los dedos sobre la zona de las escapulas
delarata, 2) coger alaratadelos hombrosy tumbarla boca arriba,
3) realizar el movimiento rapido conlos dedos sobre el pecho dela
rata (ver Figura 5). Durante todo el proceso se debe evitar tocar los
flancos traseros y el area ventral, al ser las zonas donde se dirige la
agresion en las peleas entreratas. La técnica de las cosquillas no es
sencilla, se debe encontrar el equilibrio entre no ser demasiado
suave, ya que el juego entre ratas es bastante vigoroso, y no hacer
dafno o asustar a las ratas. Como es de esperar, funciona mejor con
animales jovenes. Con tres sesiones diarias de 15 segundos
durante tres dias consecutivos es suficiente para que las ratas se
acostumbreny respondan positivamente al juego interespecifico,
de tal manera que se pueda usar como refinamiento en los
procedimientos experimentales.

Figura 5.- Haciendo cosquillas a una rata. A. Paso 1, donde se realiza un
movimiento rapido de los dedos sobre las escapulas. B. Paso 3,
donde se le ha dado la vuelta a la rata y se hacen las cosquillas
sobre lazona del pecho. Fotos de los autores.

Nosotros hemos intentado aplicarlo y hemos observado
bastante variabilidad en la respuesta de las ratas. Algunas
responden muy bieny buscan la mano para seguir jugando. Otras
se asustan mucho y se nota que se quedan completamente
paralizadas. Por ello, es facil identificar cuando la técnica estd
funcionando bien: |a rata debe tener una postura relajada, debe
acercarse de manera voluntaria a la mano o seguirla y a menudo
mordisquear suavemente los dedos de la persona con la que
juega. Si disponemos de un detector de ultrasonidos, podremos
ademads escuchar las vocalizaciones de juego, que se encuentran
enelrangodelos 50kHz (ver Figura6).
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Figura6.-Cuando las ratas responden positivamente al juego
heteroespecifico o cosquillas, realizan vocalizaciones de 50kHz,
se aproximan a la mano y mordisquean los dedos. A. Medicion
de las vocalizaciones con un detector de murciélagos. B. Rata
mordisqueando los dedos de la mano sin apretar. Fotos de los
autores.

La parte mas dificil de realizar adecuadamente en las
cosquillas sin producirle miedo a la rata es el momento de darle la
vuelta. Nosotros hemos observado que a menudo es preferible
evitar ese paso, aunque de acuerdo a las autoras de la técnica, no
estariamos realizando realmente “juego heteroespecifico” si nos
saltamos este paso. Si os interesa realizar esta técnica, podéis
encontrar més informacién en https://na3rsc.org/rodent-
handling/ donde podéis descargaros un folleto en castellano y
acceder a una certificaciéon como “cosquilleador” de ratas (en
inglés).

UN PROGRAMA COMPLETO: HABITUACION AL MANEJO,
ADIESTRAMIENTOY MEJORA DELALOJAMIENTO

Un ejemplo extraordinario de lo bien que puede llegarse a
hacer el manejo es el trabajo realizado en el Instituto de
Investigacion de Suecia (RISE) y que ha recibido un premio de
refinamiento de la EPAA (European Partnership for Alternative
Approaches to Animal Testing) en 2017 y un premio de FELASA en
2018. Pueden verse videos del manejo deratay ratén en su pagina
web, os los recomendamos porque realmente son el objetivo al
que todos deberiamos intentar llegar www.ri.se/en/what-we-
do/expertises/3r-refinement. En el caso de las ratas, desde el
principio del video podemos ver como las cogen del cuerpo y
evitan el uso de la cola. Ponen a las ratas sobre una manta de
peluche y las acarician con suavidad en la cabeza para
acostumbrarlas al manejo. Su objetivo es crear una relaciéon de
confianza entre las ratas y las personas que trabajan con ellas.
Durante la habituacién al manejo, resaltan la importancia de
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identificar las diferencias entre individuos y tratar a las ratas de
acuerdo a estas diferencias. De hecho, es algo que tienen en
cuenta a la hora de realizar los muestreos y algunas ratas se
muestrean sobre la manta, mientras que otras prefieren estar
dentrode unrefugio tintado enrojo.

Es increible ver como las ratas siguen al técnico que esta con
ellas comossi fueran animales de compania. Para acostumbrarlas a
las técnicas, durante la habituacién al manejo, tocany acarician las
zonas de donde se van a obtener las muestras, como las patas y la
cola. Ademas, las adiestran mediante refuerzo positivo, utilizando
una pasta grasa que les gusta mucho y en ocasiones también un
clicker’. Es una maravilla ver cdmo las ratas permiten que se les
coja una muestra de sangre sin inmutarse ante el pinchazo y sin
tener queinmovilizarlas en absoluto.

Alojan a las ratas en jaulas modificadas de conejo donde,
ademas de tener mayor superficie, tienen mucho mas espacio
vertical, algo que escasea en las jaulas convencionales de rata. El
espacio vertical es fundamental en rata y es el gran olvidado. Las
ratas necesitan ponerse de pie, tanto por razones fisicas (estirarse)
como etoldgicas (monitorizacion del ambiente). Se ha observado
que es una conducta que realizan con mucha frecuencia si se les
da la oportunidad y que si no pueden realizar compensan con
estiramientos horizontales'. Este tipo de alojamiento puede
favorecer un estado afectivo mas positivo en las ratas', lo que
podriafacilitar el manejo, aligual que el uso de cosquillas.

NUESTRAEXPERIENCIA

A nosotros nos encantaria conseguirlo que estan haciendo en
el RISE, asi que paso a paso estamos implementando una serie de
cambios con respecto al alojamiento y al manejo de rata. El aho
pasado empezamos a utilizar las jaulas de dos pisos de Tecniplast
(GR1800) y ha sido un cambio muy positivo paralos animales. Para
empezar, las ratas tienen mucho mas espacio, tanto en superficie
como verticalmente, ademds de tener la opcién de subir al “piso”
superior para descansar o explorar. Un elemento muy bueno de
esta jaula es que tiene una puerta en la parte superior. Esto
supone que no es necesario retirar la tapa de la jaula para acceder
a las ratas, por lo que se asustan menos al interaccionar con ellas
(verFigura7).

* Un clicker es un aparato que recibe su nombre del sonido que emite
(click) y que se utiliza para facilitar el adiestramiento. Los animales
asocian su sonido a un premio, por lo que permite una asociacion
temporal mas precisa entre el premio y la conducta que se quiere
reforzar.


https://www.na3rsc.org/rodent-handling/
https://www.ri.se/en/what-we-do/expertises/3r-focus-on-animal-welfare
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Figura7.- A. Ratas subidas a la plataforma. B. Ratas de pie, asomadas a la
puertadelajaulade dos pisos. Fotos de los autores.

Ademds, las estamos acostumbrando con premios a que se
acerquen a la parte delantera de la jaula para facilitar cogerlas sin
causarles estrés (ver Figura 8). De los premios que hemos probado,
uno de los preferidos por las ratas son unas bolas de chocolate con
el nombre de Supreme MiniTreats. Tienen la ventaja de estar
certificadas y de pesar exactamente 1 gramo cada una. Esto facilita
el control de la dieta en caso de que sea necesario por motivos
experimentales. Es importante controlar la cantidad que se les da
para evitar que cojan demasiado peso. Recomendamos no darles
mas de una si se les da diariamente y no mas de dos si se les da en
diasalternos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura8.- A. y B. Ratas asomadas a la puerta de la jaula esperando a recibir
una bola de chocolate. C. Rata cogiendo la bola. Fotos de los
autores.

También estamos empezando a implementar la habituacion
al manejo. Compramos una manta de peluche (VetBed; ver Figura
9) de tamano grande y la cortamos en cuadrados mas pequenos,
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similares a los utilizados en el video del RISE. Colocamos a las ratas
sobre la manta y las acariciamos durante 1-2 minutos.
Dependiendo de como responden, podemos ser mds vigorosos o
mas suaves. Comenzamos la habituacién el mismo dia de la
llegada de los animales y continuamos durante todos los dias
hasta el comienzo del trabajo experimental. El periodo de
aclimatacion es suficiente para habituar alas ratas al manejo antes
de comenzar los estudios. Hemos empezado este afno con la cepa
Wistary los resultados han sido muy buenos. Las ratas han estado
muy tranquilas en todo momento, lo que nos ayudoé a la hora de
sacarlas de la jaula el dia del experimento y también a la hora de
inmovilizarlas para la dosificacion y el muestreo. Curiosamente,
comparadas con las ratas control que no habiamos habituado al
manejo, las ratas habituadas eran mds activas y curiosas. Esto
creemos que se debe a que las ratas control tenian mas miedoy se
quedaban paralizadas al realizar la administracion. También
observamos que las ratas habituadas no defecaban en el VetBed,
mientras que las ratas control si, lo que de nuevo podria
interpretarse como que las ratas habituadas tienen menos miedo
quelas controles.

'
R\
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Figura9.-Manejo de las ratas con la manta VetBed. A. Habituacion al
manejo el dia siguiente a la llegada. B. y C. Manejo durante la
administracion y muestreo en un ensayo de PK. Fotos de los
autores.

CONCLUSIONES

Un buen manejo de los animales de laboratorio es
fundamental para asegurar su bienestar, una buena ejecucion de
los procedimientos y la seguridad del personal técnico. Las ratas
son animales dociles que responden muy bien a un manejo
adecuado.Como en el ratén, debemos evitar el uso de la cola para
sacar a las ratas de la jaula. En el caso de la rata, las diferencias
interindividuales sonimportantes porque hay ratas mas miedosas



y otras que en seguida querran interaccionar con nosotros.
Mediante la habituacién al manejo, realizando una inmovilizacion
cuidadosa, utilizando el adiestramiento en positivo cuando sea
necesario y refinando el alojamiento, podremos conseguir que los
procedimientos experimentales y de cuidado sean una
experiencia mucho més positiva para todos.
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Desde el raton, y otros amigos, al humano:
entendiendo a SARS-CoV-2

Ruth Henriquez Cabrera y Josefa Cabrero Hurtado
Departamento de Genética, Universidad de Granada

Palabras clave: SARS-CoV-2, sensibilizacion, transgenia.

Con la apariciéon de una nueva variante de coronavirus
amenazando a la humanidad, la ciencia ha tenido que jugar una
interesante carrera contrarreloj. Tras la secuenciacién del genoma
del virus y la caracterizacion de la proteina espicular de superficie
(proteina S, del inglés spike), que le permite interactuar con el
receptor de la célula hospedadora, la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2)', empezaron los estudios farmacolégicos y
fisiopatoldgicos (ver Figura 1).

SARS-CoV-2 S1
S

HR1
2
HR2

Spike Protein (Trimer)
Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- A. Estructura trimérica de la proteina de superficie espicular de
SARS-CoV-2. B. Estructura de la enzima convertidora de
angiotensina 2 de la célula hospedadora. Fuente: Huang et al.
(2020).

Uno de los primeros acercamientos que podian tener los
investigadores a la infecciéon por SARS-Cov-2 era la
experimentacion y observacién en animales. Los primeros
modelos fueron enratén (Mus musculus) con la utilizacion del virus
SARS-CoV-2 mutado con una mayor afinidad para la proteina de
superficie ACE2, mediante la cual el virus es capaz de ingresara la
célula. Esta adaptacion termind generando diferentes
sintomatologias aun mas severas, permitiéndose el estudio de la
patogénesis desde un punto de vista amplio. Sin embargo, se
observé que los anticuerpos monoclonales generados en
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respuesta al virus en los tejidos pulmonares del ratén no
neutralizaban la variante salvaje o no mutada. Por ello, el siguiente
paso fue plantearse la modificacion genética de los animales,
generando ratones humanizados con el gen ACE2, o bien ratones
mas susceptibles al virus. En el primer escenario, el gen ace2 se
reemplazé por el gen ACE2 humano, pero el cuadro
sintomatolégico resultdé mucho més leve de lo que cabia esperar.
En el segundo escenario, a los ratones se les aumentd la
susceptibilidad al virus mediante dos planteamientos: primero, la
exposicion del virus mediante transduccién, usando adenovirus o
virus adeno-asociados portadores de ACE2 humano; y segundo,
mediante la generaciéon de ratones recombinantes de cepas puras
o endogamicas de Mus musculus cuya resistencia al virus era
menor. Ambos escenarios combinados generaron resultados mas
prometedores para la investigacion, aun cuando la expresién del
virus no se producia en los tejidos pertinentes u observados en
humanos.

Mamiferos como el hamster de Siria (Mesocricetus auratus) o
los hurones (Mustela putorious furo) fueron considerados buenos
candidatos para nuevos modelos en investigacion de COVID-19.
Ambos presentaban una sensibilidad natural frente a virus
respiratorios bastante alta, por lo que los modelos con estos dos
animales resultaron ser bastante gratificantes, produciéndose
una alta replicacion del virus en las vias respiratorias. En los
modelos propuestos con hdmsteres de Siria, se pudo incluso
observar las diferencias demograficas mas notorias en la propia
poblacién humana, como el desarrollo de formas mas agresivas
de la enfermedad en machos de avanzada edad frente a hembras
y jévenes. La transmisibilidad también se estudié en ambos
modelos, siendo un punto clave en la lucha contra la propagacion
del virus®.

Sabemos que la familia de virus Coronaviridae es
caracteristica en animales, capaz de generar grandes zoonosis,



por lo que el estudio en animales y la generacion de modelos
experimentales puede ser muy extenso por su presencia en
muchas especies y grupos’. A pesar del amplio catalogo, en estos
tres candidatos, se han obtenido resultados muy prometedores y
sedebe seguirinvestigando.

mutaciones que se generan en la proteina espicular del virus para
producir una mayor afinidad al receptor ACE2 de los ratones se
encuentra en el dominio de unién y diana para la respuesta de
neutralizacién a anticuerpos. Por tanto, aunque puede ser
interesante esta opcion para el ensayo de vacunas y

medicamentos, presenté esta falla.
(Ytuquéopinas?

En cuanto a los ratones humanizados, el hecho de que estos
posean en su genoma el gen ACE2 humano hace que se dé una
expresion ectdépica del mismo, expresandose asi en tejidos o
células donde, normalmente, no se expresaria. Esto no ocurre
Unicamente en ratones transgénicos permanentemente, sino
también en aquellos modificados para ser susceptibles a SARS-
CoV-2 mediante adenovirus.

iPor qué crees que los anticuerpos monoclonales en ratones
no humanizados no neutralizaban la variable salvaje del
virus?

i{A qué se puede deber la expresion irregular en ratones
humanizados?

Para concluir, es cierto que se han observado en ratones
muchas de las caracteristicas de la enfermedad, tal y como se
presenta en humanos, pero nunca todas a la vez. Esto se debe en
parte a que no se ha conseguido un modelo en ratones que los
unifique (verTabla 1).

¢Se podrian conseguir observar todos los efectos causados en
humanos en modelos conratones?

En primer lugar, se comprobdé que estos anticuerpos
monoclonales si que eran capaces de neutralizar la variante inicial
del virus, y lo que se vio en este modelo fue un falso negativo. Las

Tabla 1.-Se observa que en los experimentos con ratones no se ha conseguido obtener la sintomatologia esperada, mientras que en modelo de hamster y
hurén si. La replicacion del virus en los distintos tejidos de los modelos en ratones no se consigue en todos los casos. SDRA: Sindrome de distrés
respiratorio agudo. Fuente: Tabla modificada de Munoz-Fontela et al. (2020).

Tratamiento
Replicacién virica
Tracto respiratorio superior

Organismo

Humanos, ratones, hurones, primates no-
humanos, visones, gatos y murciélagos
Humanos, ratones, hamsteres, hurones y
primates no-humanos

Humanos (tracto Gl, SNC y rifidn), ratones
hACE2 (SNC), hamsteres, hurones y primates
no humanos (tracto Gl)

Tracto respiratorio inferior

Otros 6rganos

Signos clinicos

Fiebre

Descarga nasal
Dificultad respiratoria

Humanos y hurones
Humanosy hurones
Humanos y hamsteres
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Tratamiento Organismo

Neumonia

Afeccion pulmonar bilateral Humanos, hamsteres y primates no-
humanos

Opacidades pulmonares Humanos, hamsteres y primates no-
humanos

Edema focal e inflamacion Humanos, hamsteres, hurones y primates
no-humanos

SDRA Humanos

Transmision Humanos, hamsteres, hurones, gatos y
murciélagos

Inmunologia

Seroconversion Humanos, ratones, hurones hamsteres,
primates no-humanos y murciélagos

Neutralizacion de anticuerpos Humanos, ratones, hamsteres, hurones y
primates no-humanos

Inmunidad de células T Humanos, ratones, hurones y primates no-
humanos

Citoquinas pro-inflamatorias Humanos, ratones y primates no-humanos

Demografia

Enfermedad mas severa en machos Humanos y hamsteres

Enfermedad mas severa en individuos de Humanos, hamsteres y primates no-

mayor edad humanos
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El mosquito como animal de laboratorio I

David Calvo', Noemi Magan', Sara Viera' y Julia Sanchez’
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Palabras clave: malaria, Plasmodium spp, vector.

INTRODUCCION

La malaria es una de las enfermedades humanas mas
importantes transmitidas por vectores. En 2019 se registraron
unos 229 millones de casos de malaria en los 87 paises donde la
malaria es endémica (Informe de la Organizacion Mundial de la
Salud 2020). Aunque, en las Ultimas décadas, se ha realizado un
gran esfuerzo para controlar esta enfermedad desarrollando
programas de control especificos, tanto del parésito que la causa
como del vector que lo transmite, existiendo numerosos factores
que han hecho imposible la erradicacion total de la enfermedad.
Factores socioeconémicos asociados a los paises donde la
enfermedad es endémica, asi como factores biolégicos
relacionados con el desarrollo de resistencias a los tratamientos
aplicados han propiciado que la malaria aun constituya un
problema de salud importante en muchos paises de Africa,
Sudamérica o Asia.

El desarrollo de nuevos enfoques para atacar la enfermedad y
superar esas resistencias es un objetivo clave para su futura
erradicacion. El desarrollo de medicamentos que se dirijan a las
etapas de transmisién del parasito de la malaria por el mosquito es
una de las principales estrategias para la erradicacion mundial de
la malaria (Smith y colaboradores'). En GlaxoSmithKline
Investigacion y Desarrollo Espafia (GSK I+D Espafa, compaiia
farmacéutica dedicada al descubrimiento y desarrollo de
medicamentos para combatir enfermedades de paises en vias de
desarrollo), se ha establecido una plataforma de investigacién
para desarrollar nuevas moléculas antipaludicas que muestren
potencial en la prevencion y/o el bloqueo de la transmisién de la
enfermedad.

De las cuatro especies diferentes de Plasmodium que infectan
a los seres humanos (Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae y Plasmodium ovale), en nuestras
instalaciones mantenemos de manera continua cultivos in vitro
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del parasito P. falciparum, en laboratorios de nivel de bioseguridad
3. Asi mismo, hace nueve afnos establecimos un insectario para la
cria del mosquito Anopheles stephensi’, vector importante de
malaria para las especies P. falciparum y P. vivax, con una
distribucion geogréfica que se extiende desde el Medio Oriente a
través del subcontinente indio hasta China (Singh y
colaboradores?).

El disponer en nuestras instalaciones tanto del parasito como
del vector nos permite desarrollar ensayos de evaluacién de
moléculas que tengan efecto frente a los estadios de malariaen el
mosquito y, asi, prevengan y/o reduzcan la transmision de la
enfermedad.

CICLO BIOLOGICO DEP. falciparum

El ciclo de P. falciparum pasa por dos hospedadores, el ser
humanoy el mosquito (ver Figura 1). En el ser humano, el parasito
pasa por una etapa de reproduccién asexual infectando los
eritrocitos. En cierto momento, una parte de estos parasitos se
diferencian en formas sexuales llamadas gametocitos, siendo la
forma del pardsito que ingiere el mosquito hembra cuando se
alimenta de sangre en un ser humano. Cuando el mosquito
ingiere los gametocitos, se produce un ciclo de reproduccién
sexual dentro de su estdmago mediante el cual se forma un
cigoto, y de éste un ooquineto que penetra en la pared del
intestino del mosquito formando un quiste u oocisto. Dentro de
este oocisto, se generan miles de esporozoitos que viajan y se
acumulan hasta las glandulas salivales. Cuando este mosquito
hembra se alimenta de sangre de un ser humano, inyecta estos
esporozoitos junto con la saliva que viajardn por el torrente
circulatorio hasta el higado, constituyendo la fase hepatica de la
enfermedad. Una vez en el higado, el esporozoito infecta a los
hepatocitos multiplicindose dentro de ellos, generando nuevas
formas asexuales que se liberan al torrente circulatorio, dando un
nuevo ciclodelaenfermedad.
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Figura 1.-Ciclo de P. falciparum donde se distinguen tanto las distintas
fases del parasito como las formas infectivas en mosquito y
humano.lmagen por Fundacion 0.

EVALUACION DE MOLECULAS FRENTE A MALARIA
Generalidades

En la actualidad, tenemos en marcha dos tipos de ensayos
—tanto in vitro como in vivo- para la evaluacién de moléculas
frente a P. falciparum, en funcién del estadio del parasito: (1) frente
a los estadios de malaria en el mosquito y (2) frente a los estadios
hepdticos del parasito, determinando el potencial profilacticoo de
curaradical delaenfermedad.

Para la realizacién de ambos ensayos, se transfieren 40
hembras de entre 5-6 dias de edad de An. stephensi a unos
contenedores cilindricos de cartén de 4,5 cm de didmetro
(fabricados y comercializados por Alenta, www.alenta.org), que
poseen una doble malla en la parte superior. Estos mosquitos se
mantienen en ayunas, sin la solucién de azticar ni agua durante las
24 horas previas a la realizacion del ensayo. De esta manera,
incrementa la apetencia del mosquito porla sangre.

Evaluacioninvitrode moléculas

De manera paralela a la produccién de mosquitos, 16 dias
antes del ensayo, se generan en el laboratorio cultivos in vitro de
gametocitos de P. falciparum. El dia del ensayo, los mosquitos se
alimentan de manera artificial con sangre infectada con los
gametocitos del parasito mediante lo que se denomina ensayo
estandar de alimentacion por membrana (SMFA, del inglés
standard membrane feeding assay). Es importante mantener la
sangre infectada con el parasito a 37°C mediante un circuito
cerrado de agua conectada a un “bano”. Encima de cada
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Figura 2.-A. Vista de la alimentacion artificial de mosquitos con sangre
infectada con P. falciparum y tratados con diferentes
compuestos y el bano que mantiene a 37°C el parasito. B. Vista
en detalle de la alimentacion de los mosquitos con sangre
infectada con el parasito. Las muestras biolégicas humanas han
sido obtenidas de proveedores autorizados que cumplen con la
formativa GSKy la extraccion ha sido aprobada por los comités
éticos pertinentes.

Tras haber alimentado a los mosquitos, son introducidos en
un incubador con condiciones controladas de temperatura,
humedad y fotoperiodo (26,5°C, 80% humedad relativa y un
fotoperiodo con un ciclo de 10:14 oscuridad/luz). Los mosquitos
se mantienen en estos contenedores por tiempo variable, en
funcién del tipo de molécula que se quiera evaluar.

Evaluacion de moléculas frente a los estadios de malaria en el
mosquito

Para este ensayo, incubamos durante 48 horas en el
laboratorio con distintas concentraciones de la molécula que se
quiere evaluar, cultivos del pardsito antes de usarlos para
alimentar a los mosquitos. Tras este periodo de incubacién, se
alimentan y mantienen los mosquitos en el incubador como
hemos descrito previamente (ver Figura 3). Siete dias después,
diseccionamos los mosquitos bajo una lupa para extraer el
intestino medio, y lo tefiimos con mercurocromo durante 10
minutos. En un portaobjetos para visualizar al microscopio,
contamos el nimero de quistes u oocistos que ha formado el


https://www.alenta.org/

parésito en el intestino del mosquito (ver Figura 4). Si la molécula
evaluada es eficaz frente al parasito de malaria, el nimero de
oocistos disminuye conforme aumenta la concentracion de la
molécula usada.

Con estos datos calculamos unos valores de IC,,
(concentracién necesaria del compuesto para producir un 50% de
inhibicion) para el porcentaje de bloqueo en la transmision y el
porcentaje de reduccion en laintensidad de oocistos. Estos valores
deC50 nos permiten evaluar la potencia dela molécula usada.

Generacion gametocitos

Cultivo de P. falciparum Drogas Gametocitos

) | estadioV

- TR XS
)
Dia0 ‘ it

Dia14 Dia16

Huevo Adultos Adultos (5-6 days old)
An. stephensi
- Day0 Day 10 Day 15-16

Produccién de mosquitos

Imagen suministrada por la autoria

Figura3.-Esquema temporal con los tiempos necesarios para la
generacion de cultivos de P. falciparum y produccion de
mosquitos usados adia 16 paralarealizacion de un SMFA.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Vista al microscopio 4x de intestino medio de mosquito tefido
con mercurocromo 0,01%.
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Evaluacion de moléculas frente a los estadios hepaticos de
malariaen el mosquito

Si lo que queremos evaluar son moléculas activas frente a los
estadios hepdticos del parasito —esporozoitos (ver Figura 5)—,
diseccionamos los mosquitos 16 dias después de ser alimentados
con sangre infectada con P. falciparum para extraer las glandulas
salivales, y contamos el nimero de parasitos presentes en cada
glandula. Este numero depende del éxito en la infeccion del
mosquito, de manera que en términos generales cada oocisto
genera unos 1.000-5.000 esporozoitos. Los requerimientos de
parésito son elevados: en un cultivo in vitro de hepatocitos
humanos primarios sembrados en una placa de 384 pocillos, se
necesitan un total de 20.000 esporozoitos por pocillo para la
infeccion; es decir, que necesitamos unos 8 millones para cada
ensayo.

Una vez que colocamos los parasitos en la placa, afadimos en
cada pocillo la molécula seleccionada y evaluamos su efecto a un
tiempo méximo de 6 dias. Se cuenta el nimero de esporozoitos
desarrollado en cada pocillo mediante anlisis de imagen, para lo
cual los fijamos y tefiimos mediante un protocolo especifico de
inmunohistoquimica. Cuantos menos encontremos por pocillo,
mejor es la eficacia del compuesto. La idea es encontrar moléculas
activas que eviten el desarrollo del parasito dentro de los
hepatocitos humanos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Izquierda, vista al microscopio 100x de esporozoitos al ser
liberados de las glandulas salivales. Derecha, vista al
microscopio 100x de un esporozoito aislado.

Evaluacioninvivo de moléculas

En GSK tenemos dos modelos de infeccién diferentes para
estudiar |a transmision in vivo del parasito y el efecto que ejercen
las moléculas ensayadas en este proceso. La diferencia entre
ambos modelos es la especie de parasito con el que trabajamos: el
parésito humano P. falciparum, o el parésito murino, P. berghei.
Dependiendo de la especie con la que estemos trabajando, los



ensayos tienen protocolos y tiempos diferentes de crecimiento
del parésito en el mosquitoy el ratén.

Ambos modelos son usados para el estudio de compuestos
con posible actividad antimaldrica frente a los estadios hepaticos
del parasito; ya sea para determinar el potencial profilactico del
compuesto (evitar la invasion del higado), o para determinar su
potencial de cura de la enfermedad. A continuacion, describimos
los ensayos realizados con el modelo de infeccion usando el
parasito P. berghei para la busqueda de compuestos con potencial
profilactico.

De manera habitual, las fases asexuales de los parasitos de
malaria se mantienen congeladas a -140°C hasta su uso. Como
paso previo al comienzo de un ensayo, realizamos la expansiéon de
un vial; es decir, se descongela un vial de formas asexuales del
parasito y se inyecta a ratones Balb/c. Un par de dias después,
utilizamos los parasitos que han crecido en estos ratones para
infectar nuevos animales, y 3 dias mas tarde realizamos lo que
llamamos“mosquito feeding”o ensayo directo de alimentacién de
los mosquitos (DFA, del inglés Direct Feeding Assay). Este estudio
consiste en que los mosquitos piquen directamente a los ratones
infectados, previamente anestesiados con una combinacién de
Ketamina/Xilacina. Para ello, colocamos a los ratones sobre la
malla de los contenedores cilindricos (detallados previamente) y
gue contienen a los mosquitos (ver Figura 6). Cada mosquito es
capaz de ingerir entre 3 y 5 microlitros de sangre del raton. Este
proceso dura unos 30 minutos en oscuridad por ser el momento
en que los mosquitos estan mas activos, y siempre a una
temperatura y humedad controladas acorde con los
requerimientos de desarrollo de P. berghei. Los ratones infectados
usados son eutanasiados unavez terminada la alimentaciondelos
mosquitos.

|
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Figura 6.- A. Contenedores cilindricos con los mosquitos hembra en su
interior preparados para el DFA. B. Momento en el que se
colocan los ratones infectados anestesiados. C. Los ratones,
durante el DFA (se puede observar como les ponemos mantas
eléctricas para que conserven el calor corporal). Todos los
estudios con animales pasaron por una revision ética y se
realizaron de acuerdo al Real Decreto 53/2013 y la politica
corporativa sobre el Cuidado, Bienestar y Trato a los animales en
GSK.

Tras haber sido alimentados con la sangre de los ratones
infectados, los mosquitos se mantienen dentro de un incubador
durante 21 dias en condiciones controladas de temperatura,
humedad y fotoperiodo (21°C, 80% humedad relativa y ciclo
luz/oscuridad 10:14) La alimentacién del mosquito consiste en
algodones embebidos en solucién de azutcar 10%. Durante este
periodo, el parésito desarrolla su ciclo dentro del mosquito,
evaluando la producciéon de oocistos a los 8-9 dias después del
DFA, y los esporozoitos para los ensayos son obtenidos después
de 21 diasdedesarrollo en el mosquito.
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Figura7.- Esquema temporal de los tiempos de incubacién del parasito en
el mosquito y del flujo de trabajo necesario para la realizacion
delensayoinvivo.

Evaluacion de moléculas frente a los estadios hepaticos de
malariamurinaen el ratén

Una vez tenemos los esporozoitos desarrollados, infectamos
ratones C57BL/6 sanos. Hay 2 formas: diseccionar las glandulas
salivales de los mosquitos para extraer de manera manual los
esporozoitos e inyectarselos por via intravenosa (iv) a los ratones
(2.000-20.000 esporozoitos/mosquito), o de forma natural, mediante
picadura directa previa anestesia de los mismos (25
mosquitos/bote/ratéon). El tratamiento de los ratones con los
compuestos que queremos evaluar se realiza antes de la infeccion,
para los compuestos con potencial actividad profilactica, o a las
pocas horas de haber realizado la inyecciéon para evaluar
compuestos con potencial de cura. Una vez inoculamos los
esporozoitos al ratéon, éstos migran al higado para establecerse y
multiplicarse dentro de las células hepaticas (ver Figura 7). Para
determinar el desarrollo del parasito, monitorizamos a los animales
las primeras 24-48 horas mediante un sistema de imagen in vivo
—1VIS® Spectrum~—, permitiendo ver y cuantificar la infeccion
hepatica por bioluminiscencia usando especies de Plasmodium
modificadas genéticamente con el gen de la luciferasa. Los ratones
son inyectados con una solucion de luciferina (sustrato de la enzima
de la luciferasa) que al reaccionar con el sustrato genera la
bioluminiscencia captada por el IVIS® Lumina. A mayor
bioluminiscencia, mayor carga de parasito en el higado (ver Figura
8).

El parasito completa el ciclo dentro de las células hepéticas tras
48 horas, y es liberado al torrente sanguineo donde se produce la
invasion de los eritrocitos para completar la siguiente fase de su
ciclo.En esta fase, podemos hacer el seguimiento del parasito dentro
del eritrocito mediante marcaje de ADN, usando citometria de flujo
para calcular el porcentaje de parasitemia. También usamos la
técnica de PCR cuantitativa para calcular la cantidad de parasito
presente en la sangre periférica. Esta técnica estd especialmente
indicada cuando la cantidad de parasito presente en sangre es muy
baja, fuera del rango de deteccion ofrecido por la citometria de flujo
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(<0,01%). Se considera que el tratamiento ha tenido éxito si no se
observa parasito en sangre periférica después de 14 dias de la
infeccién con los esporozoitos.

0.084

Figura8.- A.Imagen obtenida en el IVIS en el que se muestra infeccion en
estadio hepatico. B. Parasito en eritrocitos de raton marcados
con el colorante de DNA Syto-16.

CONCLUSIONES

En este articulo hemos querido mostrar una pincelada de los
ensayos realizados de manera rutinaria; pero junto a lo descrito aqui,
realizamos otros ensayos que involucran una gran variedad de
técnicas y diferentes cepas del parasito de malaria. Como
mencionabamos al comienzo de este articulo, nuestro objetivo es
trabajar para contribuir en la medida de lo posible a la erradicacion
de la malaria; para lo cual, el contar en nuestras instalaciones con un
animalario e instalaciones de nivel de bioseguridad 3, nos permite
poder evaluar una cantidad considerable de compuestos frente a
esta enfermedad. Sin embargo, la complejidad del ciclo del parasito
y el alto nimero de factores involucrados en su desarrollo hace que
tengamos que trabajar con protocolos complejos que se extienden
en el tiempo (entre uno y dos meses dependiendo de la especie de
parasito), lo que dificulta la obtencién de resultados a corto plazo.
Pese a esto, todos nos esforzamos en trabajar dia a dia para poder
contribuir a la erradicacion de una enfermedad que causa casi
500.000 muertes al afho como es la malaria (Informe de la
Organizacion Mundial de la Salud 2020).
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Impacto de la microbiota intestinal
en los modelos experimentales murinos

Josep Maria Marimon Escudé

Unitat d'Experimentacio Animal, Facultat de Medicina, Universitat de Barcelona

Palabras clave: microbiota, reproducibilidad, comensales.

Desde hace unos anos, han ido apareciendo evidencias
cientificas que indican un impacto importante de la microbiota
intestinal en determinados estados tanto fisiolégicos como
patoldgicos de los individuos. En el caso del ratén como modelo
animal, el impacto de la microbiota intestinal ha puesto de
manifiesto sus posibles efectos en la extrapolacion de estos modelos
y su relacion con lo que se ha venido a llamar la “crisis de
reproducibilidad”.

Mantener un equilibrio de la microbiota intestinal es
fundamental para preservar un estado saludable del organismo y
tener un sistema immune maduro y sano, por eso la importancia de
los prebidticos y probidticos para revertir las disbiosis intestinales.
Algunos estudios han evidenciado que aquellos animales que
presentan un desequilibrio intestinal producido, por ejemplo, por el
uso sostenido de antibidticos, o aquellos animales con carencias de
una cierta cantidad de microbiota intestinal comensal, como ocurre
en los animales gnotobidticos o axénicos, son mas susceptibles a
padecer enfermedades.

Se ha observado que los ratones axénicos presentan un sistema
immunitario mds immaduro e incompleto que sus congéneres SPF o
aun mas evidentemente, que sus congéneres silvestres. Ademas, los
animales gnotobidticos también presentan mayores necesidades
energéticas a nivel basal y tienen alterado el funcionamiento
intestinal (menor tasa de renovacion de los enterocitos, capa de
moco protector méas delgada y menor vascularizacion y
peristaltismo).

Recientes estudios en ratén han demostrado que la microbiota
intestinal no es un elemento pasivo sino que tiene efectos a nivel
sistémico en muchas funciones del hospedador, como son los ritmos
circadianos, el metabolismo o el entrenamiento y desarrollo de los
componentes mayoritarios del sistema immune tanto innato como
adaptativo. Se ha visto también que la microbiota intestinal esta
alterada en multitud de trastornos que van desde problemas
intestinales graves como la enfermedad inflamatoria intestinal,

47

hasta patologias neuroldgicas como la enfermedad Alzheimer o la
enfermedad de Parkinson, actuando a través del eje cerebro-
intestino.

Este eje conecta el sistema nervioso central con la microbiota
intestinal a través de diferentes mediadores, como el sistema
nervioso (con la intervencién del sistema simpético y parasimpatico
y la actuacién de las catecolaminas y el nervio vago,
respectivamente), los metabolitos bacterianos que pueden actuar
sobre la senalizacion nerviosa o sobre las células del sistema
immune (como por ejemplo los indoles) y el sistema
neuroendocrino asociado al tracto digestivo. Relacionado con este
eje se ha observado, por ejemplo, que algunas especies de
Lactobacillus presentan un efecto ansiolitico e incluso se ha
evidenciado la presencia de una determinada cepa de Escherichia
colique parece afectar al comportamiento maternal de las hembras
de ratén, posiblemente en este caso alterando la produccién de
serotonina. A parte de estos efectos a nivel neurolégico, también se
han observado alteraciones de la microbiota intestinal en diabetes,
obesidad, alergias o algunostipos de cancer.

Unos elementos importantes de la flora comensal del ratén son
las bacterias filamentosas segmentadas (SFB, del inglés segmented
filamentous bacteria), que han demostrado ser unas importantes
inductoras de la inmunidad de la mucosa intestinal y de su
resistencia frente a patégenos, como por ejemplo, Helicobacter
hepaticus. Del mismo modo, la mayor o menor abundancia de la
familia Enterobacteriaceae estd asociada con la mayor o menor
resistencia de lamucosaintestinal a ser colonizada por Salmonella.

Hay muchos factores que influyen en la microbiota intestinal de
los ratones de laboratorio, estos pueden ser: el tipo de sistema de
estabulacion (convencional o barrera), el tipo de caja usada (abierta,
filtro o ventilado), el lecho utilizado, el tipo de tratamiento que se
aplicaalaguadebebida, el transporte, ladensidad de estabulaciony
los companeros de estabulacion (debido a la coprofagia), el sexo de
los animales, el fondo genético, e incluso el proveedor (y dentro del



mismo proveedor, la instalacion de origen) asi como evidentemente
el uso de antibidticos u otros farmacos que puedan alterar la
composicion y diversidad de la microbiota. Asi mismo, estudios en
ratones axénicos han demostrado que la ausencia de microbiota
comensal se asocia con profundos problemas y defectos en la
arquitecturay funcion del tejido linfoide intestinal.

Existen diferencias clave entre el sistema digestivo de los ratones
y el sistema digestivo humano, como por ejemplo, el colon, que en
humanos es relativamente mdas corto en proporcién al resto del
intestino que en el caso del ratén; o el ciego, que en ratéon es
relativamente largoy es un lugarimportante para la fermentacion de
los productos de origen vegetal consumidos, asi como para la
produccién de vitaminas Ky B, y en cambio en humanos el ciego es
relativamente pequeno, similar al colon a nivel estructural y sin una
funcion clara. Aunque a nivel de microbiota intestinal tanto en
humanos como en ratones predominen dos grandes filos,
Bacteroidetes y Firmicutes, cuando comparamos la totalidad de la
microbiota intestinal de ratones y humanos encontramos que las
especies predominantes son muy distintas y que el ntcleo principal
de microbiota (en nimero de especies) es mas reducido en raton
que en humano. Estudios recientes han identificado alrededor de 80
géneros compartidos entre ratones y humanos, mientras que otras
especies de animales de laboratorio, como ratas y cobayos,
presentan poblaciones de microbiota mas parecidas a las humanas.
La microbiota intestinal de los ratones también presenta respuestas
diferentes a los humanos frente a determinadas alteraciones como
pueden ser los cambios inducidos por problemas inflamatorios
intestinales, o los efectos derivados de una dieta rica en grasas, que
aunque similares en ambas especies presentan una aparicion
mucho mas rapida en el caso del ratén. Recientes estudios han
revelado que la diversidad de la microbiota cecal de los ratones
silvestres es mucho mayor que la de sus congéneres de laboratorio
mantenidos en condiciones libres de patégenos especificos (SPF, del
inglés specific pathogen free), ademds de ser mas resistentes a las
enfermedades, estos ratones con microbiota silvestre, presentan
una respuesta, por ejemplo, a las inmunoterapias mas parecida a la
humana.

Como apuntabamosal principio, en el caso del ratén asicomo en
otras especies de animales de laboratorio, el efecto de la microbiota
intestinal tiene ademads unimpacto enlos resultados experimentales
obtenidos y por ende puede afectar a la reproducibilidad y a la
extrapolacion de estos modelos animales. Por tanto, es esencial
conocer en profundidad las poblaciones de los distintos organismos
que componen la microbiota de las especies utilizadas en
experimentacion animal, su riqueza, su biodiversidad y sus
interacciones, asi como los posibles efectos en las distintas funciones
fisioldgicas y patoldgicas de dichas poblaciones. En este sentido,
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varias lineas de investigacion sugieren que la microbiota intestinal
del ratén deberia ser manipulada (estandarizada) para aumentar la
extrapolacion de las investigaciones realizadas en estos modelos
murinos a los humanos. Incluso proponen el uso de madres
subrogadas con una microbiota definida, para generaranimales que
vayan a ser usados en procedimientos experimentales, donde se ha
observado un efecto importante de la microbiota sobre los
resultados.

Por este motivo, los informes sanitarios podrian o deberian
incluir, ademds de los patégenos y oportunistas habituales,
determinadas especies de organismos comensales que se han visto
de importancia, tanto en la resistencia del animal frente a
determinados patdégenos, como en la respuesta a determinadas
condiciones experimentales, en este Ultimo caso al menos, para
poder anadirlos resultados microbiolégicos a dichos experimentos.
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Ratones inmunodeprimidos:
el puente entre el laboratorio y los pacientes
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INTRODUCCION

El cdncer se encuentra entre las principales causas de
mortalidad a nivel mundial. Se trata de una enfermedad genética
que aparece cuando, debido a mutaciones en uno o mas genes, se
pierden los mecanismos de regulacién del ciclo celular. Este hecho
da lugar a un incremento de las células rapido, desordenado y
alterado que, en la mayoria de las ocasiones, se traduce
clinicamente enlaaparicion de uno o mas tumores.

En el cdncer también son importantes los factores
epigenéticos, que son aquellos capaces de influir en la expresiony
evolucién de untumor sin modificar el ADN; entre ellos estarian las
hormonas, la dieta, condiciones ambientales, habitos, etc. Hoy se
conoce que, paraganar la partida alos tumores, hay que conocery
controlar los factores epigenéticos. Las caracteristicas genéticas y
los factores epigenéticos que lo rodean estan correlacionados, y
determinaran cual serd el comportamiento del tumor. Ademas,
conocer este comportamiento permitira establecer cual sera el
mejor tratamiento para cada tumor.

El tratamiento del tumor empieza en el laboratorio con la
busqueda de productos que sean capaces de destruir a las células
tumorales. Inicialmente, se buscaron compuestos utilizando
como diana la capacidad de las células tumorales de dividirse
rapidamente. Pero esta caracteristica de las células tumorales la
comparten las células normales, y daba lugar a que los
tratamientos se acompafaran de efectos secundarios con
consecuencias iguales o mas graves que las relacionadas con los
tumores. Ademads, se observé que parte de los compuestos que
podian destruir las células tumorales en el laboratorio no
producian la misma respuesta en los pacientes, y se podian
acompanar de efectos secundarios y/o secuelas graves. Por lo
tanto, no eran viables como tratamiento contralos tumores.
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Con el tiempo, se fueron desarrollando diferentes modelos
preclinicos en los laboratorios utilizando seres vivos, como por
ejemplo gusanos como el Caenorhabditis elegans o insectos como
Drosophila melanogaster (mosca del vinagre). En estos
organismos los mecanismos celulares son muy similares oiguales
a los de las células humanas, por lo que era posible reproducir
mutaciones observadas en los tumores. Asi, si se observaba que
un compuesto afectaba la mutacién de un gen que podia inducir
un tumor en estos organismos, habia muchas probabilidades de
obtener el mismo resultado en las personas.

Estos modelos ayudaban a conocer cada vez més y mejor la
biologia de los tumores, pero la biologia de estos organismos es
sencillay con ellos no era posible evaluar como se comunican e
interaccionan las células tumorales para eludir las defensas de un
ser humano, cdmo reaccionan los érganos y sistemas del cuerpo
humano ante la aparicion de las células tumorales, y cual es la
reacciéon de ambos cuando interviene el compuesto utilizado
como tratamiento. Las interacciones son multiples y las
combinaciones numerosas; por lo tanto, era necesario encontrar
un modelo animal para poder realizar estudios preclinicos in vivo
con el que poder evaluar estas interacciones y, posteriormente,
podertrasladarlo alos pacientes con cancer.

El punto critico que supuso un antes y un después en la
investigacion oncoldgica se sittia en el afo 1966, en una colonia
de ratones de un laboratorio de Escocia donde se observé una
mutacion espontanea en un raton, caracterizada por poco o
ningun pelo en el cuerpo; por ello se llamé a este ratén nude
(desnudo; ver Figura 1). Dos anos después se describid que,
ademads de no tener pelo, estos ratones no tenfan timo o este era
muy rudimentario, por lo que no tenian linfocitos T funcionales. La
falta de linfocitos T disminuia la inmunidad adquirida de estos
ratones; y, por consiguiente, se les podia implantar células de



tumores humanos, que creciany se reproducian, ya que el sistema

inmunitario del ratén nude era incapaz de reconocerlas como 1995: la mutacién SCID se transfiere a un fondo genético NOD, y
extrafiasy destruirlas. se describe la mutacién /[2rg obtenida por transgénesis dirigida.
En estas cepas se podian implantar células sanguineas y células
madre sanguineas. Se ha iniciado la busqueda de modelos de
raténinmunodeprimidos que puedan humanizarse.

1997-2003: se describen diferentes cepas de ratones cada vez
mas inmunodeprimidos, lo que facilita que acepten células y
tejidos humanos.

2005: se describe el raton NSG (NOD SCID GAMMA),
practicamente sin sistema inmunitario, con lo que es posible
humanizarlo para la investigaciéon del sistema inmunitario,
infecciones, oncologiay células madre.

2005 hasta hoy: aparicion de diferentes modelos de ratones
humanizados como resultado del desarrollo de diferentes cepasy
variedades de ratones muy inmunodeprimidos. Ejemplo: en
Figura 1.-Raton atimico o nude. Se caracteriza por no tener pelo o escaso, 2015 se describe el ratén NBSGW, similar al NSG, en el que se

piel con plieguesy ausencia de pestafias. pueden implantar células hematopoyéticas humanas sin
necesidad deirradiacién previa.

Imagen suministrada por la autoria

El ratén nude fue el primer modelo in vivo que permitié saber
cdmo se comportaban las células tumorales en todas las fases del
tumor (crecimiento, mU|tip|icaCiénf expansion y diseminacion), y Figura 2.- Cronologia de la aparicion de diferentes modelos de ratones
donde evaluar no sélo la efectividad de los compuestos que se inmunodeprimidos.
sabia eran eficaces en el laboratorio, sino también cuales eran las
interacciones entre las células tumorales, el compuesto y el
organismo, y si se producian efectos secundarios o secuelas.

Cada una de estas cepas de ratones se ha convertido en un
punto de encuentro entre el laboratorio y los pacientes y, hoy en
dia, pone a disposiciéon de la investigacion oncolégica un
entramado de vias y opciones de valor incalculable para la
realizacion de ensayos preclinicos de los tratamientos contra los
tumores (ver Figura 3).

Desde entonces, alolargo de los afos se han ido describiendo
mas cepas de ratones con mutaciones, espontaneas e inducidas,
que afectan a su sistema inmunitario y que se utilizan como
modelos in vivo en las investigaciones oncoldgicas (ver Figura 2).
Hoy en dia, se pueden encontrar desde diferentes cepas de
ratones nude a cepas con mutaciones que afectan a lainmunidad
innata, adquirida o combinaciones de ambas, que han permitido
el desarrollo de los ratones con PDX (patient-derived xenograft,
ratones que incorporan el tumor de un paciente y se utilizan para
medicina personalizada) hasta cepas de ratones humanizados
gue contienen un sistema inmunitario humano funcional y, en los
que, al implantar un tumor, permiten estudiar in vivo la
inmunologiaeinmunoterapia de los tumores.

1966: se describe la mutacion nude.

1980: se describe los ratones SCID (severe combined
immunodeficiency). ¢ o S

~ A o
Imagen suministrada por la autoria

1992: se describe la mutacién Ragl en ratones, obtenida por Figura 3.- Distintos modelos de ratones inmunodeprimidos no nude: A.

transgénesis dirigida. NSG (blancos). B. SCID hairless, que nacen con peloy lo pierden

1993:se describe el ratén SCID beige entre los 15 y 21 dias de vida. C. RAG1 (negros). D. NBSGW
: gs (grises con manchasblancas).
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TIPO DE RATONES INMUNODEPRIMIDOS

Para entender mejor cémo son las diferentes cepas de ratones
inmunodeprimidos, hay que recordar como estd organizado el
sistema inmunitario (ver Glosario 1). De manera muy resumida, la
inmunidad sedivideen:

- Innata: desde el nacimiento, reconoce a patégenos y actla
sin necesidad de contacto previo con antigenos. Se basa en
células que no requieren ningun “entrenamiento” adicional
para realizar su trabajo. Las respuestas innatas a las
infecciones se producen de forma rapida y fiable. Incluye:
granulocitos, macréfagos, células NK (natural killer) y sistema
del complemento.

- Adquirida: se desarrollaalolargo de la vida como respuesta a
agentes externos. Las células requieren “entrenamiento” o
educacion para aprender a no atacar a nuestras propias
células. Las ventajas de la inmunidad adquirida son su
memoria de larga duracién y la capacidad de adaptarse a
nuevos gérmenes. Incluye: linfocitos T, linfocitos B,
anticuerposy células dendriticas.

Hoy en dia, existen diferentes cepas de ratones
inmunodeprimidos, con diferentes grados de inmunosupresion
debido a que tienen una o mas mutaciones en uno o mas genes,
que reducen o anulan una parte del funcionamiento de su sistema
inmunitario. Hay una nomenclatura establecida que nombra y
describe cada mutacién; cuanto mayor nimero de mutaciones
estan incluidas en el nombre de una cepa de ratén, mayor grado
deinmunodeficiencia presenta (ver Glosario 2).

También es posible encontrar una mutacién en un gen que
afecta a la inmunidad en diferentes fondos genéticos de ratones.
Por ejemplo, lamutaciéon nude en el gen Foxn1 se puede encontrar
enfondo genéticoBalb C, Swiss, CD1,NMRI...

Hay que anadir que, las cepas de ratones son algo diferentes
segun el proveedor. Esto se debe a que en cualquier momento se
pueden producir cambios en el ADN, relacionados con su
reparacion o replicacion. Se denomina deriva génica cuando estos
cambios en el ADN pasan alas células germinalesy se transmiten a
las siguientes generaciones. Estos cambios en el ADN pueden ser
desde pequenos e insignificantes a grandes e importantes, y se
acumulan modificando el genoma. El ratdn tiene una alta tasa de
deriva génica, y se considera que después de 20 generaciones
consecutivas criadas por separado, los ratones de un mismo
origen ya son dos subcepas distintas. Por lo tanto, ratones
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procedentes del mismo origen, pero criados por diferentes
proveedores pueden presentar pequefas diferencias. Por este
motivo, al nombre del raton se aflade una letra que indica cual es
el proveedor que lo suministra. En las Tablas 1-3 se describen
algunos de los modelos de ratones comerciales més utilizados en
nuestrosanimalarios.

COMO ENTENDER LAS CEPAS DE RATONES
INMUNODEPRIMIDOS

Con el grado de especializacién existente en la investigacion
oncolégica, la variabilidad que presentan los tumores, y la amplia
gama de cepas inmunodeprimidas disponibles no siempre es facil
escoger un modelo de ratén inmunodeprimido. Cada modelo
tiene ventajas e inconvenientes y se necesita el que aporte mas
ventajas, eincluso puede ser necesario utilizar mas de un modelo.

No hay una pauta, regla o protocolo que sefale claramente el
modelo a escoger. Pero si se pueden dar una serie de premisas o
pasos a seguir que ayuden a seleccionar el modelo que mejor se
adapte a la linea de investigacion, y nos ayuden a encontrar la
respuestaa estas dos preguntas:

- ;Como podemos identificar y seleccionar cudl es la cepa mas
adecuada para nuestrainvestigacion?

- Y una vez seleccionada, ja qué proveedor le pido que me la
suministre?

SELECCION DEL MODELO DE RATON INMUNODEPRIMIDO

El punto de partida para seleccionar un modelo de ratén
inmunodeprimido se sitta en la linea de investigacion en la que
trabajamos y, posteriormente, es cuando miraremos las posibles
opciones en los catalogos de los proveedores. Lo primero que
tenemos que hacer es sentarnos y enumerar cudl o cudles son las
dianas a las que se dirige la investigacion: jcompuestos para
tratamientos de tumores?, ;establecer modelos PDX?, ;estudio
del sistema inmunitario, y de que parte?, jquimioresistencia?,
imetdstasis?, jangiogénesis?, j;inmunoterapia?, ;viroterapia?,
imecanismos celulares?, jestudiar una o mas partes del sistema
inmunitario y saber qué ocurre cuando una o mas de estas partes
se anulan?, ;cémo incrementar la fuerza del sistema inmunitario
frentealas células tumorales?...

Esimportante hacer consultas y busquedas exhaustivas por si
hay estudios similares que puedan servir de referencia sobre qué
cepas han utilizado y por qué. Existen muchas fuentes de
informacion: internet, webs especializadas, publicaciones en



formato electrénico, listas de distribucién, contactos con otros
grupos de investigacion..., pero hay una que es muy Util y que no
siempre se tiene en mente y son los servicios técnicos de los
proveedores, que disponen de lainformacion técnica de sus cepas
en forma de fichas técnicas, posters, comparativas entre cepas,
recomendaciones, métodos de evaluacién para la seleccion,
referencias bibliogréficas, articulos...

Una vez tengamos ya toda esta informacién podemos
empezar a seleccionar el modelo haciéndonos la primera de las
preguntas: ;los ratones han de ser consanguineos (inbred) o no
consanguineos (outbred)? Los inbred son genéticamente
homogéneos y el tumor crecera en ellos de la misma manera. Los
outbred son genéticamente mas heterogéneos, por lo que los
tumores pueden crecer de manera diferente en cada ratén, pero
reflejan mejor la variabilidad, son mas fuertes y por tanto mas
adecuados para experimentos de larga duracién, ya que su vida
media es mas larga que otras cepas. Y a pesar de estas diferencias,
en ocasiones, hay ratones que son externamente indistinguibles
(verFigura4).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Diferentes modelos de ratones inmunodeprimidos. Aunque
externamente parezcan iguales en la imagen se presentan tres
modelos diferentes. A. Atimico. B. Balb C nude. C. SCID hairless.

Lo siguiente que hemos de preguntarnos es: ;qué tipo de
inmunodeficiencia necesito? y, por lo tanto, ;qué cepa de raton
inmunodeprimido selecciono para mi procedimiento?

Para facilitar como escoger podemos dividir los ratones
inmunodeprimidos en los siguientes grupos.
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Ratones nude

Son los ratones mas resistentes y se suelen utilizar,
generalmente, para evaluacion de tratamientos y para
experimentos largos (ver Figura 5). La falta de linfocitos T hace que
sean mas sensibles a las infecciones bacterianas y la manipulacion
debe hacerse manteniendo al méaximo las condiciones de
esterilidad. La falta de pelo facilita laimplantaciony el control del
crecimiento de los tumores, por lo que han sido y aun siguen
siendo utilizados para evaluacion de tratamientos. Existe la
posibilidad de que con la edad recuperen parcialmente la
inmunidad (leakiness), pues se ha observado que entre las 12y las
24 semanas presentan incrementos de inmunoglobulinas G. Los
linfocitos B son normales, lo que puede limitar el crecimiento de
lineas celulares tumorales, y limita el tipo de tumores que se les
pueden implantar. Los podemos encontrar en diferentes fondos
genéticos (Balb C, CD1, Swiss, NMRI), y criados como inbred y
outbred.

» Ausenciade pelo oalgunos pelos aislados.

» Carecen de pestanas y los bigotes son menores que en otras

cepas.
» Lapiel puedeserfinay lisa o engrosaday con pliegues.

» Criaen heterocigosis (macho nude por hembra heterocigota).

« Las hembras nude son fértiles, pero no se les desarrollan las

mamas para lalactacion.

» Sensibles ainfecciones bacterianasy a desarrollar abscesos.

» Los machos tienden a ser agresivos, seguin el fondo genético, y

conlaedad.

» Criados como outbred son més resistentes que los inbred.

» Las infecciones microbianas pueden activar la funcionalidad de

las célulasT conlaedad.

« La falta de pelo facilita el control de los tumores implantados

subcutaneamente.

« Vidamediade 1ano.

« Tieneninmunidad innatay células B, no es la cepa més adecuada

para establecer modelos tumorales.

Figura 5.- Principales caracteristicas de los ratones nude.
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Ratones SCID

» Hay unavariante sin pelo, los SCID hairless: crian con facilidad, las
camadas suelen ser numerosas, las crias nacen con pelo y lo
pierden entre los 15-21 dias de edad. Los progenitores pueden
presentar inflamaciones de conjuntiva y parpados por la
presencia en la cubeta del pelo perdido por las crias. A diferencia
de otros SCID, la falta de pelo facilita el control de los tumores
implantados subcutaneamente y permite obtener mejores
imagenes.

Presentan una mutacion en el gen Pkrdc que afecta tanto a la
recombinacion de fragmentos de inmunoglobulinas para formar
anticuerpos como a los receptores de linfocitos T; por lo tanto, no
disponen de linfocitos T y B maduros y no tienen inmunidad
adaptativa (ver Figura 6). Esta mutacion puede encontrarse en
ratones normales con pelo y en ratones hairless y el fondo
genético originario seria tipo Balb C. Con la edad existe la
probabilidad de que recuperen parcialmente la inmunidad,
denominada SCID leakiness (perdida de la inmunodeficiencia
SCID). Los SCID hairless se crearon para aunar las ventajas de los
SCID, en los que pueden crecer mas tipos diferentes de tumores,
con la de los atimicos, en los que la falta de pelo facilita la
implantacién y el control del crecimiento de los tumores. El
principal inconveniente de los SCID es su corta vida y que
desarrollan timomas con facilidad.

« Vida media de 5-9 meses (hairless casi un ano).

» Carecen de células B, por lo que aceptan mejor los tumores
implantados que los ratones atimicos.

Figura 6.- Principales caracteristicas de los ratones SCID.
Ratones N-G

Estas cepas de ratones inmunodeprimidos son las que han
permitido el desarrollo de los modelos de ratones humanizados.
En la Figura 7 se describen sus caracteristicas. La letra central del
nombre puede variar en funcion del proveedor del ratén. Su
sistema inmunitario es practicamente inexistente, por lo que no
interfiere conlos tejidos o tumores humanos. Esta caracteristica es

Ratones SCID en combinacion con otras mutaciones

Suelen tener asociadas otras mutaciones que incrementan su
inmunodeficiencia. Asi, cuando se ahade Beige significa que
tienen una mutacién en el gen Lyst (ausencia de células NK);
cuando se presentan en el fondo genético NOD también

presentan defectos en la inmunidad innata, como menor
actividad de las células NK, macréfagos y células dendriticas y falta
del sistema de complemento, pero la mitad desarrollan diabetes.

su principal ventaja, y ala vez es su mayor inconveniente, ya que la
casi ausencia de sistema inmunitario les hace muy susceptibles a
las infecciones por bacterias, incluyendo las de su propia flora

Aunque si los NOD tienen anadido la ausencia del gen Rag], los saprofitacutaneaointestinal.

ratones nodesarrollan diabetes.

Ratones Rag 1 o Rag 2 » Aspecto externoidénticoaun SwissoCD1.

. « Coloralbino.
Esta deficiencia significa que en estos ratones no se producen

las reorganizaciones en las superficies de los linfocitos Ty B que
generan los receptores de antigenos; sus células By T no son
maduras ni funcionales. Se puede decir que son unos ratones
SCID, pero sin posibilidad de recuperar la inmunidad. Estos
ratones tienen un fondo genético B6, y a diferencia del resto, son
de color negro. Se utilizan para estudios sobre linfocitos.

» Carecen de sistema inmunitario, son muy sensibles a
microorganismos.

» Mantenimiento enrack ventilado.
* Buenosreproductores.
« Vidamedia 1ano.

« Existen variedades hairless, en los que la ausencia de pelo
permite observar mejor el crecimiento de los tumores

subcutaneosy permite obtener mejoresimagenes.

» AspectoexternoigualaunraténswissoCD1. < : ’ : oo
P 9 » Hay disponibles variedades con diferentes caracteristicas, en

diferentes proveedores, como por ejemplo no necesitar
irradiacion previa.

» Vida reproductiva corta, camadas no muy numerosas (5-6 crias).

« Aparicion més o menos marcada del fenotipo leakiness seguin el

fondo genético, edad y modo de estabulacion. » Permiten realizar experimentos largos.

« Elevadaincidencia de timomas segtin el fondo genético.

» Cuando son NOD pueden presentar diabetes un pequeno

‘adel Figura 7.- Principales caracteristicas de los ratones N-G.
porcentaje de los ratones.
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Cuando se habla de ratones humanizados se refiere a ratones
que no tienen sistema inmunitario y en los que se pueden
implantar células del sistema inmunitario humano, las cuales
originan una“copia” del sistema inmunitario de un ser humano. Al
implantarle un tumor, el tumor también crece, se expande e
interacciona con el sistema inmunitario implantado en el ratén
como lo haria en un ser humano. Un ratén humanizado se
convierte en un modelo que mimetiza parte de la fisiologia de un
ser humano, que es posible obtener un grupo de ratones iguales y
que en ellos se puede estudiar interaccion entre el sistema
inmunitario y el tumor. Los resultados obtenidos en estos ratones
humanizados se pueden extrapolar a los seres humanos, ya que
han compartido el mismo sistema inmunitario y el tumor. Los
ratones humanizados se han convertido en una herramienta muy
valiosa para la realizaciéon de ensayos preclinicos en estudios de
oncologia einmunoterapia.

El primer raton que fue posible humanizar fue la cepa NSG,
desarrollada por The Jackson Laboratories. Posteriormente, se
fueron desarrollando variantes de esta cepa, como los NRG, NSGS,
NBSGW, en los que se pueden injertar células hematopoyéticas sin
necesidad deirradiacion previay cuyavida media es mas larga que
enotros subtipos de NSG.

{Y CUANDO HE SELECCIONADO MAS DE UNA CEPA?

En ocasiones, se pueden encontrar referencias en la
bibliografia de diferentes autores que han utilizado cepas
similares con buenos resultados. Si no hay referencias sobre la
linea de investigacion a realizar, es probable que surjan dudas con
cepas similares de diferentes proveedores o de un mismo
proveedor. O que el estudio que nos planteamos aln no estd
descrito; o se hizo con cepas de ratones sin resultados positivos,
pero ahora hay més cepas de inmunodeprimidos disponibles con
las que se podrian obtener resultados.

i{Como resolver estas situaciones? Realizando una prueba
piloto para comparar cudl de las cepas es la mas adecuada para la
investigacion. Esta posibilidad se puede tener incluida en el
proyecto autorizado si incluye la utilizacién de cepas
inmunodeprimidas de manera genérica, como sucede con los
proyectos que trabajan con tumores primarios procedentes de
pacientes. En estos proyectos puede ser necesaria una cepa para
crecer el tumory establecer el modeloy otra paralos tratamientos.
También puede ser que en el proyecto se describan varias cepas a
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utilizar segun el tipo de tumor o procedimiento, pero que durante
su vigencia se deban incluir nuevas cepas. Si la prueba piloto no
estd incluida, siempre se puede solicitar al CEEA la autorizacion
pararealizarla.

El tiempo dedicado a una prueba piloto siempre es de
utilidad. Las pruebas piloto permiten resolver las dudas, optimizar
los recursos y el tiempo de realizacién del proyecto, y son las que
posibilitan el ver con mas claridad la idoneidad de la cepa
inmunodeprimida seleccionada. Por lo tanto, aunque para un
mismo tipo de procedimiento sea posible utilizar varias cepas,
siempre es posible encontrar una que sea la que mas se ajuste ala
lineadeinvestigacion.

CONCLUSIONES

El céncer se encuentra entre las principales causas de
mortalidad a nivel mundial. Aunque el tratamiento del tumor
empieza en el laboratorio con la blisqueda de productos que sean
capaces de destruirlo, se necesitan modelos in vivo que permitan
evaluar las interacciones organismo-tumor-tratamiento; dentro
de tratamiento se incluyen, no sélo, los compuestos capaces de
destruir las células (sustancias, farmacos, virus, etc.), sino todo
aquello que impida al tumor crecer y expandirse (inmunoterapia,
farmacos antiangiogénicos, evitar que consiga energia y
alimento, etc.). Cuanto mas similares sean estos modelos a los
seres vivos, mejor se podran extrapolar los resultados obtenidos a
los pacientes con cancer.

Las cepas de ratones inmunodeprimidos son los mayores
aliados que tenemos en la busqueda de tratamientos contra los
tumores; tienen un valor incalculable y son el puente que permite
comunicar lainvestigaciény el paciente.

Aunque, aparentemente, la cantidad y variedad de los tipos
de ratones inmunodeprimidos disponibles en la actualidad
parezca un entramado complejo de ver y entender, deja de serlo
cuando se tiene presente el esquema basico del sistema
inmunitario, a qué parte o partes de este sistema afectan las
mutaciones de los ratones inmunodeprimidos y cudl es la diana
de la investigacién en la que trabajamos. Definir estos tres
conceptos para usar un arbol de decisién (ver Figura 8), nos
ayudara a encontrar cual de todas las cepas de ratones
inmunodeprimidos es la que nos serd mas util e incorporarla a
nuestrainvestigacion.
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Necesito una cepa de raton inmunodeprimido
(que pueden tener diferentes fondos genéticos)
Tipo de investigacion
Tratamientos Biologia tumores y de Establecer modelos de Inmunoterapia
xenografts tumores primarios
& v =1 En su sistema inmunitario solo
i Cepas outbred i

Tipo inmunodeficiencia (diversas cepas)

[ 1
No células T ni B maduras No células T ni B maduras

(déficit inmunidad adquirida) (déficit inmunidad adquirida),
falta sistema complemento, y

No células T ni B maduras
(déficit inmunidad adquirida), y

/ \ ausencia de células NK (déficit
menos actividad células NK, inmunidad Innata)
dendriticas y macréfagos

Gon "‘;""’ Sin '{“""” (déficit inmunidad innata)

|
'4 N v

e

., Cepas inbred

Imagen suministrada por la autorfa

Figura8.-El érbol de decision. Orientacion para tomar un camino ala hora de escoger qué ratén inmunodeprimido se ajusta mas a mi proyecto experimental.

GLOSARIO
Glosario 1: Células del Sistema Inmunitario

- (Células B: a veces denominadas linfocitos B y a menudo
nombradas en los informes de laboratorio como células CD19
0CD20. Su funcioén principal es producir anticuerpos (también
Ilamados inmunoglobulinas o gammaglobulinas). Los
linfocitos B se desarrollan en la médula 6sea a partir de células
madre hematopoyéticas.

- Células T: la “T"significa timo; a veces denominadas linfocitos
Ty amenudo nombradas en los informes de laboratorio como
células CD3. Se desarrollan a partir de células madre
hematopoyéticas en la médula ésea, pero completan su
desarrollo en el timo. Dentro del timo, los linfocitos inmaduros
se convierten en células T maduras y se eliminan las células T
con potencial para atacar los tejidos normales. Las células T
maduras salen del timo y pueblan otros 6rganos del sistema
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inmunitario, como el bazo, los ganglios linfaticos, la médula
6sea y la sangre. Las células T tienen diferentes capacidades
parareconocer el antigenoy son variadas en su funcion:

e (Células T “asesinas”o citotdxicas: amenudo denominadas
células T CD8 en los informes de laboratorio. Protegen al
organismo de ciertas bacterias y virus, y se encargan de la
destruccionreal de las células infectadas.

e (élulas T auxiliares: ayudan a las células B a producir
anticuerposy asisten a las células T asesinas en su ataque a
las sustancias extranas.

e (Células T reguladoras: suprimen o desactivan otros
linfocitos T. Sin las células T reguladoras, existe la
posibilidad de que el organismo “reaccione de forma
exagerada” ante la infeccion. Las células T reguladoras
actian como el termostato del sistema de linfocitos para
mantenerlo encendido “lo suficiente, ni demasiado, ni
demasiado poco”.




Células asesinas naturales (NK): linfocitos efectores del
sistema inmunitario innato que controlan varios tipos de
tumores e infecciones microbianas limitando su propagacion
y el consiguiente dafo tisular. Las células NK expresan
receptores especificos del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase I. La intensidad y la
calidad de las respuestas citotoxicas y de citoquinas de las
células NK dependen del microentorno de citoquinas, asi
como de las interacciones con otras células del sistema
inmunitario, como las células T, las células dendriticas y los
macrofagos.

En el ratén, se han descrito tres subconjuntos de células NK
que se diferencian en la expresién de CD11b y CD27
(CD11b™'CD27*, CD11b'CD27"", y CD11b'CD27"), en la
capacidad de secretar interferon y en su localizacion. Ademas,
los receptores de quimiocinas CCR2, CCR5, CXCR3 y CX3CR1
regulan el reclutamiento de células NKen caso de inflamacion,
aligual que el receptor de la esfingosina 1-fosfato (S1P), S1P5.

Células dendriticas (CD): responsables de la iniciacion de las
respuestas inmunitarias adaptativas y, por tanto, funcionan
como los “centinelas” del sistema inmunitario. Estan
especializadas en captar y procesar antigenos, convirtiendo
las proteinas en péptidos que se presentan en las moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
reconocidas por las célulasT. Los precursores de las CD migran
desde la médula 6sea, a través del torrente sanguineo, hasta
casi todos los tejidos no linfoides, donde residen en un estado
inmaduro (CDi). Durante la invasion de patdgenos, las CDi
residentes detectan a los intrusos a través de receptores de
reconocimiento de patrones (por ejemplo, TLR), capturan
antigenos y abandonan rédpidamente el tejido. Durante su
migracion desde los tejidos periféricos, en respuesta a una
serie de quimiocinas como CCL19 y CCL21, las CD
experimentan una maduracién fenotipica y funcional. Lo mas
destacable es que dejan de captar antigenos al tiempo que
aumentan la expresion de moléculas coestimuladoras como
CD80y CD86 y el receptor de quimioquinas CCR7, y secretan
citoquinas proinflamatorias como TNF-aelL-12.

Las CD pueden subdividirse en dos subtipos principales:
plasmocitoides (pDC) y mieloides (mDC), que se especializan
en el reconocimiento de diferentes patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) debido a la distribucién tnica
de los Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRR),
como los receptores tipo Toll, las lectinas tipo Cy los sensores
deécidos nucleicosintracelulares.
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Macréfagos: células especializadas que participan en la
deteccion, fagocitosis y destruccion de bacterias y otros
organismos nocivos. Ademas, también pueden presentar
antigenos a las células T e iniciar la inflamacion liberando
moléculas (conocidas como citoquinas) que activan otras
células. Se originan a partir de monocitos sanguineos que
salen delacirculacién para diferenciarse en diferentes tejidos.
Existe una importante heterogeneidad entre cada poblacién
de macréfagos, que muy probablemente refleja el nivel de
especializacién requerido en el entorno de un tejido
determinado. Esta heterogeneidad se refleja en su
morfologia, en el tipo de patégenos que pueden reconocer,
asi como en los niveles de citoquinas inflamatorias que
producen (es decir, IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral alfa).
Ademas, los macrofagos producen especies reactivas de
oxigeno, como el éxido nitrico, que pueden eliminar las
bacterias fagocitadas. La naturaleza heterogénea de estas
células puede no ser Unicamente el resultado de su proceso
de diferenciacion, sino que es probable que se herede de sus
precursores monocitos.

Glosario 2: Genes relacionados con la inmunodepresion en
ratones

Foxn1:forkhead boxN1

MGI: 102949
Ensembl: ENSMUSG00000002057

La proteina codificada por este gen forma parte de la familia
de factores de transcripcion FOX importantes en los procesos
de desarrollo, la regulaciéon del sistema inmunitario, el
metabolismo, el cancer, y el envejecimiento. Esta familia de
genes tiene mas de 100 miembros, subdivididos en clases (A-
Q) basadas en la filogenia. Se ha propuesto que la proteina
codificada regule el desarrollo del timo y la diferenciacién de
los queratinocitos. Las mutaciones en este gen causan
inmunodeficiencia primaria grave de células T y alopecia
congénita.

Ragl: recombination activating 1 y Rag2: recombination
activating gene2

MGI: 97848y 97849

Ensembl: ENSMUSG00000061311y ENSMUSG00000032864



Las respuestas inmunitarias adaptativas requieren la
expresion de receptores capaces de reconocer antigenos
especificos. En los vertebrados con mandibula, esta funcién se
lleva a cabo mediante la recombinacion V(D)J, en la que la
unién de elementos codificantes variables (V), de diversidad
(D) y de unién (J) de los genes de inmunoglobulina y TCR, da
lugar a la generacion de un repertorio diversificado de TCRs y
BCRs especificos de antigeno. Las proteinas RAG1 y RAG2
inician el proceso de recombinacién V(D)J. Dos moléculas de
RAG1 y dos moléculas de RAG2 forman un heterotetrdmero
que se une a las secuencias sefal de recombinacion (RSS) que
flanquean los genes V, D y J e introduce roturas de doble
cadena en el ADN, que posteriormente son reparadas por la
via de reparacion del ADN por unién de extremos no
homologos, uniendo los segmentos del gen para formar
uniones codificantes y los RSS escindidos y las secuencias
intermedias para formar uniones sefal. El componente del
gen activador de la recombinacién 1 contiene la mayor parte
de la actividad catalitica, mientras que el N-terminal del
componente del gen activador de la recombinacién 2 se cree
queformauna hélice de seis palas en el nicleo activo que sirve
como andamio de union para la estrecha asociacion del
complejo conel ADN.

112rg: interleukin 2 receptor,gammachain

MGI: 96551
Ensembl: ENSMUSG00000031304

Este gen codifica una proteina transmembrana que es una
subunidad comun de varios complejos de receptores de
interleucina. Estos receptores estan compuestos por
subunidades alfa y beta, ademas de esta subunidad gamma.
La sefalizacion a través de esta via es importante para la
diferenciacion y la funcién de las células inmunitarias. IL-2Ry
participa en la formacién de receptores funcionales de
citoquinas no sélo para IL-2 sino también para IL-4, IL-7, IL-9 e
IL-15.

Prkdc: protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide

MGI: 104779

Ensembl: ENSMUSG00000022672
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Este gen codifica la subunidad catalitica de la proteina
quinasa dependiente del ADN (DNA-PK). Funciona con la
proteina del heterodimero Ku70/Ku80 y es requerida en el
proceso de recombinacion no homdloga durante la
reparacion del ADN, que religa los cortes existentes en las
dobles hebras. También es requerida en el proceso de
recombinacionV(D)J, un proceso que utiliza larecombinaciéon
no homdloga para promover la diversidad del sistema
inmune,

Lyst: lysosomal trafficking requlator

MGI: 107448
Ensembl: ENSMUSG00000019726

Este gen codifica una proteina que regula el trafico
intracelular de proteinas en los endosomas, y puede estar
implicado en la pigmentacion. Las mutaciones en este gen
estan asociadas al sindrome de Chediak-Higashi, un trastorno
dealmacenamiento lisosémico.

Glosario 3: Mutaciones

SCID (Severe Combined Immune Deficiency): mutacién
autosomica recesiva recientemente mapeada en el
cromosoma 16 que afecta al gen Prkdc y que provoca una
inmunodeficienciacombinadagrave.

Nude (nu): mutacion autosémica recesiva que provoca una
deleciéon de un sélo par de bases (G) en el exon 3 del gen
Foxn1, que introduce un cambio de marco y un codén de
parada prematuro. Fenotipicamente los ratones parecen no
tener pelo, aunque nacen con foliculos funcionales, pero
defectuosos. Los ciclos y patrones de crecimiento del pelo son
evidentes, especialmente en los ratones pigmentados, pero
los foliculos defectuosos no permiten que el pelo brote
correctamente.

Beige (bg) y Beige-J (bg’): el nombre de esta mutacién de ratén
representa el color de los ratones afectados en la descripcion
original de la mutacion beige (bg) en el gen Lyst que surgi6 en
el Laboratorio Nacional de Oak Ridge, como una mutacion
inducida por la radiacién. Estos ratones estaban en un fondo
aguti (A/-) negro (B/-) y mostraban una disminucién de la
pigmentacion de las orejas, la colay el pelo dorsal, resultando
la banda subterminal amarilla, la media gris oscura y la base




gris muy clara. Los ratones tenian una coloracién café con
leche o beige. Una remutacién espontanea, el beige-J (bgJ),
surgié en The Jackson Laboratory en la cepa endogdmica
C57BL/6J. Esta cepa es un ratén no aguti (a/a), negro (B/B). El
resultado es un ratén afectado de color gris oscuro (carbon).
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Tabla 1.- Caracteristicas de algunos de los modelos de ratones inmunodeprimidos que podemos adquirir en Charles River®

hom e NSG NRG NOD SCID NOD SCID
Comun
Nomenclatura  '\OD.Co- o 91,,';'8%"02%,,,1%, NOD.CB17- NOD.CB17-
completa 12rg WSz ) Sz Prkdcs®¢ld  Prkdc=#NcrCrl
Diabéticos no  Diabéticos no obesos  Diabéticos no Diabéticos no
Cepa obesos (NOD) (NOD) obesos (NOD)  obesos (NOD)
(consanguinea) (consanguinea) (consanguinea) (consanguinea)
Prkde
(mutacién R
4 ag1 (Knock out; i Prkde
Genes ..:sciz%ma;;_?; transgénesis dirigida) Pﬂ;:‘; (r:t:t::;on (mutacion
mutados (kno c'{ out; 9 y IL2rg (kr]oc{( put; p:m d") espon_ﬁnea
transgénesis transgénesis dirigida) 'scid")
dirigida)
i‘é;glua;g Ausente Ausente Ausente Ausente
ﬁg::‘a;: Ausente Ausente Ausente Ausente
Celulas Deficient Deficient Deficiente Deficiente
dendriticas iciente eficiente icien’ eficien:
Macréfagos Deficiente Deficiente Deficiente Deficiente
Células NK Ausente Ausente Deficiente Deficiente
c::,g';’ali':o Ausente Ausente Presente Normal
Fugas i . 5
(Leakiness) Muy Baja Ausente Baja Baja
Tolerancia a . ; .
G radiagien Baja Alta Baja Baja
Incidencia de . .
tumores Baja Baja A’t‘;‘ir(r"'i';f;ma A":S}'i';‘)’)ma
esponténeos
Pelo (color) Si (albino) Si (albino) Si (albino) Si (albino)

2La numeracién de las tablas se ha llevado a cabo por orden alfabético del proveedor.

Mas inmunodeficiencia

Fox Chase Fox Chase Athymic
SCID® Beige sCID BALB/c Nude BALBJ/c Nude Nude NMRI Nude
CB17.Cg- CB17llcr- 7
. o4, CAnN.Cg- CAnN.Cg-  Cr:NU(NCr)-  Cri: NMRI-
P”‘d"xﬁys’m PrkdclierleoC  Foxnmiy Foxn1™/Crl  Foxni™ Foxni
B17 cB17 BALB/c BALB/c No No
(consanguinea) (consanguinea) (consanguinea) (consanguinea) consanguinea consanguinea
Prkdec
e(smm:ig::a Prkdc Foxn1 Foxn1 Foxn1 Foxnt
..sc%?.) TSt (mutacion (mutacién (mutacion (mutacién (mutacion
(muta)::i 6{1 espon_ténea espontanea espontanea espontanea  espontanea
esponténea "scid") nude (nu)) nude (nu))  nude (W) nude (nu))
"beige-J")
Ausente Ausente Normal Normal Normal Normal
Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Deficiente Normal Normal Normal Normal Normal
Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Baja Baja No aplicable No aplicable No aplicable  No aplicable
Baja Baja Alta Alta Alta Alta
Alta (linfoma  Alta (linfoma . ) ) )
timico) timico) Baja Baja Baja Baja
Si (albino) Si (albino) No No No No
- deficlench >
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Tabla 2.- Caracteristicas de algunos de los modelos de ratones inmunodeprimidos que podemos adquirir en ENVIGO?,

Nombre Comun

Nomenclatura
completa

Cepa

Genes mutados

Células B maduras

Células T maduras

Células dendriticas
Macréfagos

Células NK

Complemento
Hemolitico

Fugas (Leakiness)

Tolerancia a la
radiacién

Incidencia de
tumores
espontaneos

Pelo (color)

B-NDG

NOD.CB17-Prkdc?
IL2rg"™ [Bcgen

Diabéticos no obesos
(NOD) (consanguinea)

Prkde (mutacion
espontanea "scid") y
IL2rg (knock out;
transgénesis dirigida)

Ausente
Ausente
Deficiente
Deficiente
Ausente
Ausente
Baja

Baja

Baja

Si (albino)

3La numeracién de las tablas se ha llevado a cabo por orden alfabético del proveedor.

Nombre Comtn

Nomenclatura
completa

Mas inmunod

NXG

NOD-Prkdc™
IL2rg"™[R]

R2G2 NOD.SCID C.B-17 SCID SCID/Beige BALB/c nude Athymic nude NMRI nude
B6;129- .
: NOD.CB17- C.B-17/lcrHsd- C.B-17/lcrHsd- BALB/cOlaHsd- Hsd:Athymic
tm 1 Fve 1Rsks 2 -
Ragas 5”25'69"" DWH o de=9NCrHsd Pridc=? Prhdc=Lysto! Foxn1™ Nude-Foxpgnal  sdCEDNMRI:Foxnine
C57BL/6 y 129 (fondo o
mixto de 2 cepas Diabéticosno cB17 cB17 BALB/cOlaHsd ) )
. ) obesos (NOD) . . " No consanguinea No consanguinea
consanguineas; no se (consanguinea) (consanguinea) (cc linea) linea)
define cual es la cepa 129)
Prkde (mutacion
Rag2 (Knock out; i Z s Foxn1 o
transgénesis dirigida) y Prkdc (mutacion H’e(ggo r4nea rLys 7 Sﬂd.) Y (r i0 Gng gmuta::‘:r; Foxn1 (mutacion
IL2rg (knock out; espontanea "scid") padk hasseie ] ponta e tanea nude (nu))
transgénesis dirigida) scid’) esponfar‘mﬁ)a beige nude (nu)) ()
Ausente Ausente Ausente Ausente Normal Normal Normal
Ausente A e A it A e Ausente Ausente Ausente
Deficiente Reducida Normal Normal Normal Normal Normal
Deficiente Reducida Normal Normal Normal Normal Normal
Ausente Reducida Normal Reducida Normal Normal Normal
No d inad Reducid Normal No determinado Normal Normal Normal
Baja Baja Media Baja No No No
Alta Baja Baja Baja Alta Alta Alta
< Alta (linfomas . . o . "
Baja timicos) Baja Baja Baja Baja Baja
Rosible A Posible % Posible crecimiento
Si (color canela claro) Si (albino) Si (albino) Si (albino) > de pelo escaso e
pelo escaso e pelo escaso e ihiermieia
intermitente intermitente
Tabla 3.- Caracteristicas de algunos de los modelos de ratones inmunodeprimidos que podemos adquirir en Janvier®,
B6 R2G2 NOD-Scid CB17 Scid BALB/c Nude NMRI Nude ATHYMIC Nude
C57BL/6N-Rag2™'- NOD.CB17- CB-17/lcr- BALB/cAnN- Rj:NMRI- & o
IL2rg™ IR} Pridc SR Prkdc =R Foxn mmyRj Foxn1mhv AR R
Diabéticos no obesos BALB/c

Cepa

Genes mutados

Células B maduras

Células T maduras

Células dendriticas
Macréfagos

Células NK

Complemento
Hemolitico

Fugas (Leakiness)

Toleranciaa la
radiacion

Incidencia de
tumores
espontdneos

Pelo (color)

Diabéticos no obesos
(NOD) (consanguinea)

Prkde (mutacién
espontanea "scid") y
IL2rg (knock out;
transgénesis dirigida;
expresa la variante
Sirpa)
Ausente
Ausente
Deficiente
Deficiente
Ausente
Deficiente
Alguna
Baja

Baja

Si (albino)

C57BL/6N/R] (consanguinea) (NOD) (consanguinea) CB17 (consanguinea)

Rag2 (Knock out;
transgénesis dirigida) y /L2rg Prkdc (mutacion
(knock out; transgénesis espontanea "scid")
dirigida)
Ausente Ausente
Ausente Ausente
Deficiente Baja
Normal Deficiente
Ausente Deficiente
Normal Deficiente
Alguna Media
Alta Baja
No determinado Alta
Si (negro) Si (albino)

2La numeracién de las tablas se ha llevado a cabo por orden alfabético del proveedor.
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Prkde (mutacion
espontanea "scid")

Ausente

Ausente

Deficiente

Normal

Normal

Normal

Alta

Baja

Baja

Si (albino)

(consanguinea)

Foxn1 (mutacién
espontanea nude (nu))

Normal
Ausente
Normal
Normal
Normal
Normal
No

Alta

No determinado

No

No consanguinea

Foxn1 (mutacién
espontanea nude
(nu)
Normal
Ausente
Normal
Normal
Normal
Normal
No

Alta

No determinado

No

No consanguinea

Foxn1 (mutacion
espontanea nude (nu))

Normal
Ausente
Normal
Normal
Normal
Normal
No

Alta

No determinado

No

D>
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Cémo mejorar la reproducibilidad cientifica
y reducir el nlmero de animales
desde los Organos Habilitados

Alberto Pastor Campos

Oficina de Investigacion Responsable, Universidad Miguel Herndndez de Elche (UMH)

Palabras clave: reduccion, bioestadistica, ética.
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Nadie que lea este articulo desconocerd que los que
trabajamos con animales de experimentacion debemos tener
siempre en mente la mejora continua de los procedimientos a
través de la aplicacion de los principios de las tres erres. Dichos
principios, son no sélo un objetivo ético sino unimperativo legal.

Me centraré en esta ocasién en el papel de los Organos
Habilitados en una de las tres erres mas importantes, si no la que
mas, la reduccion. Seguramente, en este punto, alguien disentira
y considerard que el reemplazo es el objetivo mas importante. Sin
estar en desacuerdo, desde un punto de vista tedrico, paso a
exponer por qué considero lareduccién la“’R"masimportante.

Si asumimos que el reemplazo total de los animales de
experimentacién, a dia de hoy, es una tarea practicamente
imposible puesto que esto supondria frenar de manera brusca el
avance biomédico, no quiero ni pensar cémo acabaria la
pandemia de la COVID-19 sin usar animales en el desarrollo de las
vacunas, nos encontramos en la situacion de que siendo la “R”
tedricamente mas importante, desde un punto de vista
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pragmatico, nos da poco margen de actuacion, a menos a corto
plazo. En este punto, sé que, aunque estéis de acuerdo conmigo
en laidea anterior, no tendréis tan claro que la reduccion sea mas
importante que el refinamiento. No me malentendais, el
refinamiento es importantisimo, de hecho, desde nuestro perfil
laboral tipo“secaler@s” con casi total sequridad es la“R"por la que
mas trabajamos. Nos obsesiona el bienestar animal, como no
podria ser de otra manera. Pero precisamente por ello, porque
creo que el refinamiento es la “R” con la que estamos mas
cémodos por nuestro perfil profesional, creo que tiene menos
margen de mejora que la “R” de reduccién. Considero la “R” de
reduccion la mas importante por dos motivos: hay muchas cosas
que se pueden hacer todavia para mejorar y la reduccion no es
otra cosa que un reemplazo parcial mas facilmente alcanzable. Por
mucho que apliquemos técnicas de refinamiento seran eso,
técnicas de refinamiento. A cuantos menos animales tengamos
queaplicar dichas técnicas mejor.

Desde un punto de vista legal los Organos Habilitados
asumen la funcién de la evaluacion de proyectos de investigacion
y docentes con animales. En el articulo 34 del Real Decreto
53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas bdsicas
aplicables para la protecciéon de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia,
encontramos que la evaluacién del proyecto incluird una
evaluacion de su conformidad con los requisitos de reemplazo,
reduccion y refinamiento. Por lo tanto, como miembros de un
Organo Habilitado evaluar el adecuado nimero de animales es
unade nuestras misiones masimportantes.

En un articulo anterior, comentaba que quizés desde los
comités hemos enviado un mensaje equivocado sobre el nimero
de animales, porque es importante destacar que uno de los
principales motivos por los que los ensayos con animales son



dificilmente replicables se encuentra en la baja potencia
estadistica de los mismos o, dicho de otro modo, en el escaso
ndmero de animales empleado en los estudios. En resumen, hay
que usar pocos, pero tantos como sean necesarios. La teoria esta
clara, pero ;como se traduce eso en la practica?

La respuesta es bien sencilla: debemos tener un/a
bioestadistico/a en el Organo Habilitado y cuanto mas sepa mejor.
Si alguien tiene dudas sobre la importancia de este aspecto lo
mejor es que siga leyendo para que vea como esto que digo se
traduce enresultados concretos.

INFORME COMPARATIVO DEL CALCULO DEL TAMANO
MUESTRAL ANTES Y DESPUES DE LA EVALUACION DE LOS
PROYECTOS APROBADOS EN ELANO 2020 ENLA UMH

Ni cortos ni perezosos, a principios del ano pasado, nos
propusimos medir con nimeros la mejora en los nimeros de
animales gracias a la incorporacion al Comité de Etica e Integridad
en la Investigacion (CEll) de la UMH de Victoria Fornés, una nueva
companera bioestadistica.

El objetivo de este informe fue plasmar el resultado de las
evaluaciones y el andlisis integro que se realiza sobre los calculos
del tamano muestral de las solicitudes de proyectos de
investigacion.

Victoria es la responsable de analizar la adecuacion de los
métodos utilizados para la estimacion, los niveles de potencia
estadistica, el nivel de significacion y otros factores estrechamente
relacionados con el tamano de lamuestra, es la técnica estadistica.

Para estudiar la eficacia de los asesoramientos realizados
relativos al tamafo de la muestra de cada proyecto, se estudiaron
todas las solicitudes de proyectos de experimentaciéon en
animales aprobados en el CEll a lo largo de 2020 (23 proyectos de
36 presentados).

Se recogi6 el numero de animales de cada uno de los
procedimientos incluidos en esas solicitudes y el total del
proyecto, para poder comparar el nimero inicial propuesto por
el/la investigador/a, con el numero final de animales aprobados
tras las revisionesy el asesoramiento estadistico.

Sin entrar en detalle en los niUmeros, la cantidad de animales
aprobada se redujo de 7.057 animales a 5.531. Esto supone una
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reduccion de 1.526 animales entre el numero inicial total
propuesto en la primera version de los proyectos y la version final
tras las recomendaciones del CEll y la adaptacion por parte del
equipo investigador. Este descenso supuso una caida del
21,6%delos animales solicitados inicialmente.

Aunque, de manera global, se observd una tendencia
negativa entre la primera presentacion del proyecto y la
aprobacion final, cabe destacar que los asesoramientos fueron
diversos: algunas recomendaciones resultaron en un aumento
del tamafo muestral (6 proyectos), mientras que otras
derivaron en una reduccién del nimero de animales (5
proyectos).

Todos los comentarios de mejora realizados siguieron la
misma linea: proporcionar una justificacion estadistica
adecuada que asegurara una potencia estadistica del 80-
90%, un nivel de significacion de 0,05, la clara determinacion
de la/s hipotesis/s de contraste y la aproximacion del efecto a
contrastar.

CONCLUSIONES

Ponga un/a bioestadistico/a en su vida. O, mejor dicho, en su
Organo Habilitado. De esta manera conseguira reducir el nimero
deanimales utilizadosy mejorar lareproducibilidad cientifica.

El disefio experimental y la estimacion estadistica del tamafo
muestral de los experimentos en los proyectos de investigacion
son aspectos fundamentales para promover la“R” de Reduccion.
En este informe, a modo de ejemplo, se ha podido constatar que
tras la consulta y asesoramiento estadistico se consiguié reducir,
de manera global, un 21,6% los animales en experimentacion
solicitados en un afo, a pesar de haberse modificado tanto de
manera positiva como negativa el nimero de animales en
distintos proyectos.

Precisamente, el aumento del nimero de animales en
algunos de los proyectos permitié, ademds, garantizar en todos
los proyectos evaluados niveles de potencia estadistica y de
significacion adecuados, lo que sin duda contribuira a la mejora
de la reproducibilidad cientifica de los estudios con animales
realizados enla UMH.
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Muestras de leche, heces o hisopos vaginales de esta
cierva roja (Cervus elaphus) han brindado, a un grupo
de investigadores espafioles y holandeses, informacién
importante para comprender la epidemiologia de Coxiella
burnetii en la interfaz vida silvestre-ganado-humanos

Coxiella burnetii es el agente causante de la fiebre Q, una zoonosis que afecta a humanos y mamiferos en
todo el mundo. En Europa, los genotipos de esta bacteria que circulan entre rumiantes domésticos y
humanos son conocidos. Por el contrario, la informacion sobre la relevancia de los hospedantes silvestres en
laecologiade C. burnetiies escasay los genotipos que circulan en la vida silvestre rara vez se han identificado.

Los investigadores han identificado estos genotipos y sugieren que la fauna silvestre, y el ciervo rojo,
pueden ser fuentesimportantes de C. burnetiipara humanos.
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