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INTRODUCCION

La Directiva 2010/63 ha supuesto un cambio radical en
muchos aspectos relacionados con la experimentacion animal en
los paises pertenecientes a la Union Europea. La introducciéon en
2013 de nuevos conceptos dentro de la legislacion, tales como
evaluacion de bienestar, uso continuado, severidad prospectiva o
retrospectiva y los cambios en los informes de usos de animales
desde el aflo 2014, obligan a modificar rutinas y adaptar los
cambiosalfuncionamientodiario de los animalarios.

Nuestro objetivo es tratar de facilitar esta transicion a los
centros y aclarar conceptos para ayudar a una interpretacion
uniforme, centrandonos especificamente en los roedores
genéticamente alterados. Para ello nos planteamos los siguientes
objetivos:

A. Explicar los cambios legislativos y su impacto en la
solicitud de proyectos y la informacion que debe
recopilarse en los informes estadisticos apoyandonos en
situaciones reales.

B. Revisar la implementacién de la Directiva en situaciones
practicas de la gestion de colonias genéticamente
alteradas.

C. Explicar la realizacion de los estudios de bienestar
preliminares.

D. Aclarar el recuento de los usos de animales
genéticamente alterados, |a severidad asociada que se
observara durante los procedimientos y su inclusion en el
informe.

A) IMPACTO DE LA DIRECTIVA 2010/63 EN LOS ANIMALES
GENETICAMENTEALTERADOS

Si tenemos en cuenta que aproximadamente un 65% de los
animales utilizados en procedimientos en la Unién Europea son

ratones (1) y que en paises en los que se dan resultados
pormenorizados, casi la mitad de éstos se han destinado a la
creacion y mantenimiento de lineas genéticamente alteradas (2),
se entiende laimportancia de lograr unainterpretacion uniforme
delos cambios legislativos.

Con este objetivo, la Comision Europea reunié un grupo de
expertos para clarificar los cambios y dar una serie de directrices
que permitieran el cumplimiento de la legislacion. Como
resultado de esta reunion, se redacté un documento titulado
"Documento de trabajo sobre animales genéticamente alterados”
(3), aprobado por los representantes nacionales en su forma
definitiva el 23 de enero de 2013 y que se puede consultar en el
siguiente link:

http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animal
s/pdf/corrigendum.pdf

Este documento resuelve muchas lagunas, pero, aun asi, la
aplicacién practica de la legislacion va identificando”zonas grises”
que se discuten para unificar criterios en una serie de reuniones
periddicas que la Comision Europea mantiene con las
Autoridades Competentes de los paises miembros. La unificacion
de criterios es esencial para que los datos estadisticos de los
distintos paises sean consistentes. Un ejemplo real de las
diferencias en la interpretacion ha sido la controversia sobre si la
genotipacion es o no un procedimiento y, por lo tanto, si requiere
de un proyecto autorizado. Algunos paises inicialmente lo
consideraban un sistema de “identificaciéon” y,
consecuentemente, fuera del ambito de aplicacion de la
Directiva. Sin embargo, la interpretacion que se aceptéen unade
estas reuniones es que el genotipado debe considerarse como
procedimiento si la técnica utilizada produce una alteracion del
bienestar del animal igual o mayor a la definicién de
procedimiento.
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A efectos précticos, la biopsia de cola es siempre un sistema
de genotipado invasivo. No sirve para identificar al animal, sino
que es un procedimiento de obtencion de tejido que se realiza en
animales identificados previamente. Los sistemas de
genotipacion no invasivos son aquellos que se basan en
caracteristicas fenotipicas que pueden observarse sin tener que
alterar el bienestar del animal, como por ejemplo el color u otro
rasgo fenotipico visible. Cuando se ha realizado la identificacion
de los animales con muescas en la oreja o corte de falange y ese
tejido se utiliza para hacer el genotipado, esto no se considera
como “genotipado invasivo” Aunque pueda parecer
contradictorio, la razén es que la identificaciéon, como practica
pecuaria, no entra dentro del @mbito de la Directiva. En los casos
en que el genotipado se hace a base de un subproducto
resultante de la identificacion no hace falta un proyecto
autorizado. Dos documentos de FELASA (4,5) hacen una revision
exhaustiva de los sistemas de identificacion y genotipacion y
pueden servir para decidir el sistema mas adecuado para cada
caso.

El nuevo marco legal marca tres modificaciones sustanciales
respecto a la legislacion vigente en Espana hasta la trasposicion
delaDirectiva:

1) Ampliacién del concepto de modificacién genética. La
Directiva habla de animales genéticamente alterados,
incluyendo tanto a los animales modificados
genéticamente en el laboratorio como a los animales en
los que las modificaciones genéticas han aparecido de
forma espontaneaoinducida.

2) Modificacién del concepto de “creacion” de una linea

genéticamente modificada. La Directiva 63/2010
puntualiza que el proceso de creacion de una linea sélo

termina cuando ésta esté establecida.

3) Obligacion de contar con un proyecto autorizado por la
autoridad competente para el mantenimiento de lineas
con fenotipo adverso desde el punto de vista de bienestar
animal.

1. Ampliacion del concepto de modificacion genética:
impacto practico

La Directiva especifica claramente que quedan incluidas
dentro del ambito de proteccién tanto las modificaciones
genéticas realizadas mediante técnicas de ADN recombinante,
como las inducidas por agentes bioldgicos, fisicos o quimicos y las

aparecidas de forma espontdnea. Anteriormente soélo se
consideraban como creacion de lineas genéticamente
modificadas, aquellas que se obtenian mediante tecnologia del
ADN recombinante. El RD 53/2013 no excluye ningun sistema de
induccion de alteraciones genéticas y, por tanto, es “creacion”
cualquier sistema que produzca una modificacion de la
informacién genética, independientemente de la técnica o el
fenébmeno causante.

Las dudas que pudieran surgir de la interpretacion del Real
Decreto, que mantiene la terminologia “genéticamente
modificado’, quedan disipadas por la aclaracion realizada por la
Comision Europea:

Para el propdsito de esta Directiva, los animales genéticamente
alterados incluyen los animales genéticamente modificados
(transgénicos, Knock out, Knock in y otras formas de alteracion
genética como las mediadas por CRISPR/Cas9) y las mutaciones
naturales e inducidas a efectos de la definicién dada en
elarticulo3(1).

Un caso préctico que ilustra este apartado es la obtencion de
animales con mutaciones inducidas por agentes quimicos. La
anterior legislacion espanola no requeria la solicitud de un
proyecto de creacion de linea genéticamente modificada si se
utilizaba un agente de este tipo. El mas representativo es la N-
ethyl-N-nitrosourea (ENU), que produce mutaciones puntuales
en los espermatozoides y que son trasmitidos a la siguiente
generacion.

Otro posible conflicto de interpretacién podria darse cuando
un experimento persigue obtener un genotipo que puede
encontrarse en la Naturaleza. Es decir, generar mediante esta
tecnologia un animal que podria encontrarse perfectamente
entre la poblacién silvestre. Aunque pueda argumentarse que la
alteracion genética no es tal, porque se podria considerar como
“natural’, la tecnologia utilizada es claramente un procedimiento
que esta buscando alterar la informacién genética preexistente
en el individuo, aunque no dé lugar a ninguna patologia, y por
tanto requiere un proyecto autorizado. No hay un nivel minimo de
modificacion. Incluso los animales que llevan una modificacion
puntual de un unico nucledtido generados por cualquier sistema
de edicion génica, ZFN, TALENs o CRISPRs, deben considerarse
genéticamente alterados y por tanto, incluidos en los conceptos
de creaciony establecimiento.
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2. Modificacion del concepto de “creacion” de linea:
impacto practico

Nuestro decreto RD 1201/2005 ya requeria de un proyecto
autorizado para la creacion de lineas modificadas genéticamente,
pero el término creacion sélo incluia los animales necesarios para
la obtencién del fundador; es decir: hembras superovuladas,
machos vasectomizados y hembras receptoras. La nueva
legislacion especifica que la “creaciéon” sélo termina cuando una
linea esta establecida. El concepto de “establecer” una linea es un
término que ha sido aclarado especificamente por la Unidon
Europea para lograr una interpretacion homogénea entre los
paises miembros.

El documento del grupo de trabajo, y aceptado por todos los
Paises Miembros, determina que para “establecer” una linea hace
falta cumplir dos requisitos:

a) que la transmision de la alteracién a la siguiente
generacion sea estable.
b) quesehayarealizado un estudio de bienestar.

a) Trasmisién estable

La primera consecuencia practica de tener que demostrar que
la trasmision es estable, es que, como minimo, hay que estudiar
dos generaciones y éstas se deben incluir en la fase de “creacion”.
Podria asumirse que cualquier modificacion que se ha
incorporado en el genoma de un animal deberia trasmitirse a la
siguiente generacion siguiendo el esquema mendeliano o ligado
al sexo. Esto es cierto en una gran mayoria de los casos, pero
algunas técnicas de generacion de animales genéticamente
modificados pueden dar lugar a situaciones especiales. En
algunos casos, lograr la “estabilidad” en la trasmision es bastante
més complejo y puede requerir un nimero mayor de
generaciones.

Por ejemplo, en el caso de la mutagénesis dirigida, las
quimeras que se obtienen por inyeccién de células ES raramente
proceden de éstas en un 100% (ver Figura 1). En la mayoria de los
casos hay células del embrion receptor y, por esa razon, los
animales obtenidos a partir de esta técnica pueden no trasmitir a
la descendencia en la proporcion esperada del 50%.
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Imagen suministrada por la autoria

Figural.- Quimera procedente de la microinyeccion de células ES de
fondo C57BL/6N (negras) en embriones Hsd:ICR (albinos).

En el caso de la transgénesis aditiva, el transgén puede
insertarse en mas de un cromosoma. En estos casos hay que
disenar una estrategia de genotipacion que permita separar las
diferentes inserciones en lineas individualizadas.

Mencién aparte requiere la nueva tecnologia de la edicion
génica, especialmente la basada en los CRISPRs/Cas9. La
eficiencia es tan grande que es posible obtener animales KO
directamente - es decir, animales que presentan interrupcion de
un gen especifico en sus dos alelos - pero esta tecnologia
potencialmente puede producir mutaciones fuera del lugar
esperado (off-target) y debe de eliminarse esa posibilidad antes
de realizar los estudios de caracterizacion fenotipica (6). En la
practica, esto puede suponer mas de dos generaciones y todas las
que sean necesarias deben de estar incluidas en el proyecto de
creacion. Todos los animales originados durante las diferentes
generaciones necesarias se registraran dentro del apartado de
creaciondelineas (verTabla 1).
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Tabla 1.- Ejemplo del recuento de animales utilizados durante la creacion de una linea genéticamente modificada hasta su establecimiento mediante
transgénesis aditiva y microinyeccion de células ES y que deberian reflejarse en las estadisticas de usos de animales si utilizaramos sistemas de

genotipacion invasivos (biopsia de cola).

Estadisticas
RD 1201/05

Tipo de
animal

Transgénesis
aditiva

Estadisticas
RD53/2013

Estadisticas
RD 1201/05

Estadisticas
RD53/2013

Microiny.
células ES

Hembras
donantes 20 Si
de embriones

Si

20 Si Si

Hembras
receptoras
de embriones
manipulados

Si

Crias
obtenidas & b

Si

Determinacion
de la trasmision
(F1) de cada
positivo

20 No

Si

20 No Si

Estudio preliminar
de bienestar de cada
linea (7 machos
y 7 hembras, 3 camadas)

18-24 No

Si

18-24 No Si

Total 93-99 30

93-99

74-80 26 74-80

b) Estudioinicial de bienestar

El segundo requisito para poder establecer una linea es haber
realizado un estudio que permita determinar si la alteracion
genética tiene alguna implicacion en el bienestar del animal. La
inmensa variabilidad de modificaciones genéticas hace
practicamente imposible definir un estudio tipo que permita
identificar todas las posibles alteraciones de bienestar. La
Comision incluyd en un anexo una recomendacion de estudio (3).
Este esquema debe de servir de guia, pero es necesario adaptarlo
a las caracteristicas especiales de cada modificacién que pueden
hacer necesario incorporar una edad diferente para realizar la
observacion, oincorporar un criterio especifico de evaluacion.

A nivel practico, tener que hacer un estudio inicial de
bienestar dificulta el “establecimiento”de lineas desde el punto de
vista legal. Si no estd establecida la linea tendremos que seguir
incluyendo en las estadisticas como “creacion” todos los animales
que se van produciendo tengan o no un fenotipo adverso.

3. Obligacion de contar con un proyecto autorizado para el
mantenimiento de lineas con fenotipo adverso:
impacto practico

El tercer cambio esencial de la legislacion actual es el
requerimiento de un proyecto autorizado para el mantenimiento

de las lineas genéticamente alteradas ya establecidas, si se prevé
que se puedan producirse animales que experimenten dolor,
sufrimiento, angustia o dafio duradero equivalente o superior al
causado por la introduccién de una aguja conforme a las buenas
practicas veterinarias. Esta modificacion legal no sélo afecta a los
criadores comerciales, sino también a los centros que realizan cria
de animales para su propio uso experimental. Debemos tener
claro que la cria en si, es un procedimiento cuando se realiza con
lineas genéticamente alteradas no establecidas o cuando hay un
fenotipo adverso.

La parte mds controvertida es la interpretacion practica de
“fenotipo adverso”y si la existencia de mecanismos de control que
impidan la presentacion de este fenotipo puede evitar la
obligatoriedad de pedir un proyecto. En algunos casos, al
caracterizar la linea durante la evaluacion de bienestar que
permitié establecer la linea, se determind que las alteraciones del
bienestar se manifiestan a partir de determinadas edades o
determinados genotipos, como ocurre con las mutaciones que no
dan fenotipo en heterocigosis pero si lo hacen en homocigosis. En
es0s casos, si la cria garantizara no llegar nunca a las condiciones
que permiten aparecer ese fenotipo, tal vez podria prescindirse
de la solicitud de un proyecto, pero es un tema susceptible a
interpretacion y por ello, deberia discutirse con la autoridad
competente.
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B) IMPLEMENTACION DE LA DIRECTIVA EN SITUACIONES
PRACTICAS DE LA GESTION DE COLONIAS
GENETICAMENTE ALTERADAS

Importacién de lineas mutantes

Cuando un investigador solicita una linea genéticamente
alterada que no se ha creado en el centro, debe saber si la linea ya
estd establecida o no, es decir, si se ha realizado un estudio de
alteraciones del bienestar debidas a la alteracion genética. Esa es
la tinica manera de saber si durante el mantenimiento de la linea
sevan a produciranimales con fenotipo adverso y si sera necesaria
la solicitud de un proyecto para su mantenimiento de acuerdo al
RD53/21013.

Por ese motivo, cuando se intercambian modelos de ratén
entre investigadores, sin ese estudio del bienestar habria que
considerarlas como lineas no establecidas y por lo tanto, la
importacion requeriria un proyecto autorizado.

Lamentablemente, son muy pocos los casos en los que se ha
hecho ese estudio siguiendo las recomendaciones dadas por el
grupo de expertos para la interpretacion de la directiva en el
“Documento de trabajo sobre animales genéticamente
alterados”. La mayoria de los investigadores trabajan en campos
concretos debido a la especializacion. Cuando disefian un nuevo
modelo de ratén alterado genéticamente estan pensando en las
implicaciones fenotipicas que tendra la alteracion en su campo.
Una vez obtenida la linea, estudian el fenotipo resultante en su
campo de interés (inmunologia, oncologia, etc.) y raramente
estudian otros fenotipos muy evidentes, como pueden ser los
problemas reproductivos o de mortalidad.

Lineas que llevan tiempo histéricamente y no tienen un
estudio de bienestar hecho

En muchos centros se han ido creando lineas genéticamente
modificadas con las que los investigadores vienen trabajandoy en
las que no se ha hecho nunca un estudio de bienestar y por lo
tanto, aunque lleven mucho tiempo utilizindolas o simplemente
manteniéndolas, deberian considerarse también como lineas no
establecidas. Esto supone que tienen que tener un proyecto para
crear la linea y posteriormente para su mantenimiento en el caso
quefuera necesario.

A nivel practico estd resultando un gran problema en los
animalarios y uno de los puntos mas conflictivos para incorporar
la nueva legislacion. Nuestra recomendacion es tomar una
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aproximacion pragmatica basada en la colaboraciéon de los
grupos de investigacion y el OEBA del centro. Se valorarian las
alteraciones fenotipicas de las diferentes lineas basandose en la
informacién de los grupos de investigacion y las observaciones de
bienestar hechas por el personal del animalario. No es un estudio
“tipo” de bienestar siguiendo el esquema sugerido por el
documento de la Comision, pero puede asumirse como un
estudio valido. Segun eso, las lineas podrian clasificarse en
diferentes categorias:

- Lineas que no presenten alteraciones del bienestar y que
no se genotipan, o en caso de hacerlo, no se utiliza un
sistema invasivo: no requieren un proyecto de
mantenimiento.

- Linea con alteraciones del bienestar leves, moderadas o
severas: si requieren de un proyecto de mantenimiento.

- Lineaqueaunquenotenganalteraciones del bienestar, se
someten a una genotipacion invasiva: si requieren de un
proyecto de mantenimiento.

El proyecto que se debe solicitar es para el mantenimiento de
lineas genéticamente alteradas y en él sélo se incluyen los
animales necesarios para realizar los cruces para el
mantenimiento dela coloniay todos los animales que se obtienen
y que NO se destinan a un protocolo experimental especifico. Los
que se destinan a protocolos experimentales especificos deben
dereflejarse en la estadistica en el apartado correspondiente al de
lafinalidad de su uso.

Cada linea genéticamente modificada es un mundoy porello
que sea esencial hacer un estudio de bienestar para poder
determinar si hay o no alteracion del mismo y poder asignarle un
grado.Lo quelas estadisticas deben dereflejar es la severidad real,
no la tedrica. Por eso es posible que dentro de una misma linea
genéticamente alterada tengamos que reflejar en las estadisticas
animales sin fenotipo, con alteraciones leves, moderadas o
severas. Nuestra responsabilidad es tratar de minimizar la
severidad y el nimero de animales utilizados, sin por ello
comprometer los resultados cientificos. En muchos casos, una
buena programacién de los cruces y de los sacrificios de
excedentes puede suponer una gran diferencia.

Lineas mutantes espontaneas

La Directiva se refiere a cualquier tipo de modificacion
genética, incluidas aquellas mutaciones espontaneas que dan
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lugar a una alteracion del bienestar. El documento explicativo de
la Comision es especialmente claro al mencionar que
independientemente de las medidas de contencién (una barrera
SPF), si la mutacion da lugar a un fenotipo potencialmente
adverso, es necesario contar con un proyecto autorizado para el
mantenimiento de la linea. Por ejemplo, lineas tales como los
ratones conocidos como SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency), una mutacién espontanea del gen Prkdc™
que elimina la inmunidad adaptativa y que en homocigosis
conlleva una reduccion severa en el nimero de linfocitos Ty B, a
pesar de no ser modelos generados en el laboratorio con
tecnologias de ADN recombinante, estdn automdticamente
incluidos en todas las regulaciones que afectan a los animales
genéticamente alterados.

Creacion de un congénico

Cuando queremos pasar una mutacion presente en una linea
establecida que no tiene fenotipo adverso, no seria necesario a
priori un proyecto autorizado, salvo que haya prevision de que la
interaccion de esa mutacion con el fondo genético pueda
producir un fenotipo adverso. Sin embargo, si durante el proceso
se observa alguna alteracion del bienestar, es necesario valorar si
es debida a una interaccion inesperada con la mutacién, en cuyo
caso habria que pedir un proyecto.

Combinacién de dos o mas mutaciones en una Unicalinea

Este es un proceso bastante frecuente, bien para generar
modelos condicionales, modelos inducibles o simplemente para
tratar de obtener un modelo de un proceso bioldgico que implica
a varios genes. Aunque a priori las lineas originales no tengan
fenotipo adverso, la combinacion en un Unico individuo de esas
mutaciones debe de considerarse como creaciéon de una nueva
linea y, por lo tanto, solicitarse un proyecto. Una vez realizada la
evaluacion de bienestar de esa “nueva” linea, se decidird si es
necesario un proyecto para mantenerla.

C) REALIZACION PRACTICA DE UN ESTUDIO DE BIENESTAR

En el “Documento de trabajo sobre animales genéticamente
alterados’, el grupo de expertos para la interpretacién de la
Directiva traté de perfilar las lineas principales para la realizacion
de dichos estudios. Este documento es una guia que permite que
todos los estudios de bienestar tengan enfoques similares,
puedan compararse entre ellos, sirvan para modelos de diferentes
campos de investigacion y asi, sea posible el compartirlos con
otros grupos de investigacion.

El estudio cubre diferentes estadios o edades del desarrollo y
vida de los animales, ya que los fenotipos pueden desarrollarse a
edades diferentes a los que los animales van a ser utilizados por
cada grupo de investigacion. Las observaciones se produciran al
menos en tres fases de la vida del animal: al nacimiento, al destete
y a la edad adulta. Ademas, se realizaran observaciones en otros
momentos diferentes a estos 3 si se prevé que pueda aparecer
entonces el fenotipo adverso; por ejemplo, si se trata de una
enfermedad que sélo se manifiesta, por lo menos a nivel tedrico,
enfases de edad avanzada.

Como hemos comentado anteriormente, los investigadores
estan especializados en su campo y en muchos casos les resulta
complejo observar otros fenotipos, motivo por el que en el
documento anterior se describen los campos en los que realizar
las observaciones (apariencia, tamano, comportamiento, etc.). En
relacion a este punto es muy importante la formacion en el
reconocimiento de alteraciones en los animales. Si no tenemos
conocimientos sobre el comportamiento y el aspecto de la
especie animal con la que trabajamosy sobre la descripcion de las
alteraciones observadas, no podremos realizar un estudio del
bienestar adecuado. De ahi la importancia de contar con la
colaboracion y la formacion que aportan los técnicos que
manejan los animales en los animalarios. Ademds, son los técnicos
los que observan a los animales a diario y son los primeros en
detectar alteraciones de los mismos.

El estudio de bienestar recomendado esta basado en los
protocolos de las primeras fases de fenotipado que se han
desarrollado en los consorcios internacionales. Se llevara a cabo
siguiendo los siguientes pasos:

1. Se realizard un planteamiento de cual es el fenotipo
esperadoy en qué fases del desarrolloy momento de vida
de los animales esperamos que afecte al bienestar. Por
ejemplo, en ratones que desarrollen tumores mamarios a
partir del destete -FVB/N-Tg(MMTV-PyVT)634Mul- se
realizardn evaluaciones con palpaciones mamarias en
diferentes etapas tras el destete.

2. Serecogeran datos de al menos un minimo de 7 machosy
7 hembras tomadas de al menos dos camadas diferentes,
wildetypey alterados.

3. Se realizara en animales de al menos la segunda
generacion (de F2 en adelante).

4, Setomaran,al menos, datos de los animales a tres edades:
neonatos, animales al destete (21 dias aprox.) y de edad
madura (2 meses aprox.).
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5. En aquellos casos en los que el fenotipo se desarrolle a Tabla 2.- Observaciones en Neonatos.

otras edades, también se tomardn datos a edades

representativas del fenotipo. Actividad de los neonatos
6. Se compararan los datos de los animales alterados Colordde la piel

genéticamente con animales controles similares y no £iMIcan e o fisorstus

alterados genéticamente. Enctador (mikspo)

Camadas: tamano, homogeneidad, etc.

El primer estadio en el que observaremos los animales es tras Cmine

el nacimiento (neonatos). Durante esa fase no es conveniente
manipular los animales, por lo que las observaciones se realizaran Tabla3.- Observacionestras el destete.
conlamenorintervencion posible. Se observara:

Destete | Madurez ot
1. Morfologia: (3sem) | (8sem.) e
- Color de los neonatos: su alteracion puede indicar Apariencia general (Morfologia)
alteraciones tales como anemia, alteraciones de la Tamafio, conformacion, y crecimierito
7 - Pelaje
circulacion, etc.
Comportamiento:
¢ - Postura
2 Comport.amlento. ‘ N Matcha

- Actividad de los neonatos: se evaluara la movilidad, - Actividad
reﬂejos de posicion, etc. - Interaccién con el medio

- Presencia de leche en el estbmago: permite saber si Signos clinicos
los animales se alimentan y si la madre tiene Tamano relativo
alteracionesen lalactacion o el cuidado de lacamada. Ndmero de animales en las etapas

Observaciones
3. Elnumeroy el desarrollo delos neonatos:

- Caracteristicas de la camada: se contabilizaré el Todas las anotaciones que realicemos deberian seguir
numero de crias por camada, sexos, y evaluacion del definiciones objetivas, simples y claras que puedan entenderse
desarrollo de los neonatos. tanto por los técnicos que manejan diariamente los animales,

como por los investigadores que utilizaran el fenotipo de los

En los siguientes estadios, como minimo al destete y a los dos animales.
meses de edad, se observara:

Las observaciones se realizaran de forma similar a como se

Aparl?naa general. » o realiza la supervision del bienestar durante los procedimientos.
Ta:nano, conformaciény crecimiento. Seanotaran por cada animal las observaciones realizadas.
Pelaje.

Comportamiento.
Signos clinicos.
Tamanorelativo.
Mortalidad y necropsias.

Podemos encontrar en guias o bases de datos nomenclatura
estandarizada para descripcion de signos clinicos (7, 8).

e (R 1

En algunas de estas observaciones se puede dar una
puntuacion numérica para indicar la gravedad. Es decir, si vemos
diarreas podemos puntuar de 1 a5 para indicar la gravedad de la
misma.

Dichas observaciones se pueden realizar mediante unas
tablas sistematizadas que permitan ver la evolucion de la linea en
las diferentes etapas (verTablas 2y 3).

Al finalizar el estudio de bienestar se realiza un informe en el
que se resumen las alteraciones encontradas debidas al fenotipo
de los animales. Este estudio de bienestar, las alteraciones
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encontradas, las medidas propuestas para mejorarlo, junto con la
nomenclatura oficial de la linea y las caracteristicas de la
alteracién genética es lo que podria constituir el “pasaporte”de la
linea (ver Anexo I), un documento que facilitariaenormementeel
intercambio de lineas mutantes entre investigadores y
contribuiria positivamente al bienestar de los animales. Entre
otras ventajas podemos destacar que:

- Evitaria tener que pedir un proyecto en los casos en los
quelalinea no desarrolla un fenotipo adverso.

- También, en algunos casos, podria reducir la severidad del
proyecto si conocemos en qué momento se produce la
alteracion del bienestar de la lineay ponemos las medidas
adecuadas para evitarlo o realizamos un mantenimiento
sinllegaraesasedades.

- Evitariaquelos investigadores que tienen que utilizar esta
linea por primera vez tuvieran que solicitar un proyecto
para llevar a cabo el establecimiento de la linea, con la
consiguiente pérdida de tiempoy recursos.

- Asimismo, se reduciria el nUmero de animales necesarios
al no tener que realizar, en cada uno de los centros, el
establecimiento delalinea.

Podemos ver un gjemplo de evaluacién en una linea ya
creadaenelanexoll.

D) RECUENTODELOSANIMALES

La nueva legislacion ha supuesto un cambio en el recuento de
los animales de las lineas con alteraciones genéticas, tanto para su
creacion como para sumantenimiento.

Debemos separar los animales que se utilizan para la creacion
de los animales que se utilizan para el mantenimiento. Creacion
incluye no solo lineas nuevas que se desarrollan mediante
cualquier sistema de manipulacion genética, sino también
cuando por primeravez se realiza el cruce de doslineas mutantes
para obtener una tercera, como mencionamos en el apartado B.
Hasta que no se realiza la evaluaciéon de bienestar de la linea
resultante, todos los animales producidos se incluyen siguiendo
los criterios de creacion reflejados en laTabla 4.

Tabla4.- Recuento de animales utilizados para la creacion de una linea
genéticamente modificada.

Tipo de animal Creacion

Hembras donantes (Procedimiento superovulacion) Si

Machos vasectomizados(procedimiento vasectomia) Si

Hembras receptoras (transferencia quirdrgica) Si

CON GENOTIPACION SIN GENOTIPACION

MEDIANTE BIOPSIA DE COLA | MEDIANTE BIOPSIA DE COLA

Con mutacién Si Si
Sin mutacién Si No

Total TODOS SOLO LOS MUTANTES

Dentrodela creaciéndelalineacontaremos:

- Los animales que se utilizan para donar y recibir
embriones como animales no alterados genéticamente.
Los animales que nazcan alterados genéticamente
tengan o no fenotipo adverso.

- Todoslosanimales a los que haya que realizar biopsias de
cola para genotipar independientemente de que sean
genéticamente alterados o no.

- En este ultimo caso, los animales que al genotipar por
métodos invasivos no han incorporado la modificacion
genética se contaran como no alterados genéticamente.

En todos los casos se les asignara el grado de severidad real
observado, que puede coincidir o no con el predicho en la
solicitud del proyecto.

Una vez se ha establecido la linea de acuerdo con los criterios
de trasmision predecible y evaluacion de bienestar, hay que
incluir en el informe estadistico TODOS los animales que se
destinana procedimientosincluidosen proyectosautorizados. En
ese caso, se incluyen bajo la finalidad que se especifica en cada
proyecto y la severidad real que se haya observado,
independientemente de que la nueva linea tenga o no fenotipo
adverso.

De la misma manera, si un animal genéticamente alterado
con fenotipo danino se sacrifica para la obtencion de érganos y
tejidos, se le contabilizard en la finalidad de la investigacién que
requierael uso de esos 6rganos.
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En las lineas establecidas sin fenotipo adverso, los animales
utilizados para el mantenimiento no requieren proyecto y, por lo
tanto, no tienen que incluirse en el informe estadistico.

En las lineas establecidas con fenotipo adverso, se incluyen
dentro de la finalidad “mantenimiento de lineas genéticamente
alteradas” todos aquellos animales destinados a cruces para
generacion de animales y todos los animales portadores de la
mutacion que NO se utilicen en otros proyectos o para obtenciéon
de érganosy tejidos, como es el caso de los excedentes de cria.

La validacién realizada por la autoridad competente de los
primeros informes correspondientes a 2014 detecta como error
que hayan podido incluirse animales no alterados genéticamente

Iu

en el “mantenimiento de lineas genéticamente alteradas” La
causa es que se han reportado animales sin la mutacién, pero
sometidos a un sistema de genotipacion invasivo, razén porla que
hay que incluirlos en las estadisticas. La sustitucién paulatina de
las biopsias de cola como sistema estandar de genotipado

corregira esta situacion.

Tabla 5.- Recuento de animales utilizados para el mantenimiento de una
linea genéticamente modificada. NO se contardn en
mantenimiento los animales utilizados posteriormente en otros
procedimientos.

Tipo de animal Mantenimiento

Animales SIN fenotipo adverso No

SI. Si tienen la mutacién (como modificados)
SI. Si NO tienen la mutacién (como no modificados)

Animales CON necesidad
de Biopsia de cola

Animales CON fenotipo adverso Sl (como modificados genéticamente)

RECOMENDACIONES FINALES

En la practica, todavia es dificil de valorar el impacto de la
Directiva en el numero de animales utilizados en
experimentacién animal. Hemos experimentado una etapa de
transiciéon en la que han convivido en el tiempo proyectos
autorizados por la legislaciéon previa a la publicacién del RD
53/2013 y aquellos sujetos ya a la nueva normativa. Las
estadisticas de 2014 han supuesto un periodo de rodaje necesario
para adaptarnos a los nuevos recuentos estadisticos y ha sido el
desencadenante de numerosas dudas, que posiblemente se
hayan solventado de forma diferente. La complejidad de los
modelos genéticamente modificados es tal, que es muy dificil
marcar unadirectriz clara entre lo que es fenotipo adversoonoysi
ciertas situaciones, como por ejemplo generar un congénico, es
creaciénde una nuevalinea mutante.
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Nuestra intencién en este trabajo ha sido dar una serie de
criterios que ayuden a interpretar y desarrollar correctamente la
legislacion y con ello facilitar su implementacion uniforme.
También hemos tratado de identificar puntos que permitan
reducir de forma sensible el nimero de animales utilizados. Por
ejemplo, facilitando el “establecimiento” de lineas en nuestros
centros e intercambiando la informacién en una base de datos
comun, ya que la legislacion exige un estudio de bienestar, pero
no un estudio de bienestar en cada centro. Tambiénincorporando
los sistemas de genotipaciéon no invasiva o fomentando la
criopreservacion de lineas. Con estas actuaciones podremos
contribuir de forma clara y directa al bienestar animal y a la
implementacion de las 3Rs, que es en resumen el objetivo de la
legislacion.

BIBLIOGRAFIA

1. Daneshian M., Busquet F,, Hartung T., and Leist M. Animal Use for Science
in Europe. Altex 2015, 32(4):261-74.

2. https://speakingofresearch.com/facts/uk-statistics/

3. http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/
corrigendum.pdf

4. Bonaparte D., Cinelli P, Douni E., et al. FELASA guidelines for the
refinement of methods for genotyping genetically-modified rodents: a
report of the Federation of European Laboratory Animal Science
Associations Working Group.Lab Anim. 2013,47(3):134-45.

5. Dahlborn K., Bugnon P, Nevalainen T., et al. Report of the Federation of
European Laboratory Animal Science Associations Working Group on
animalidentification. Lab Anim.2013,47:2-11.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bugnon%20P%5BAut
hor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23467487" BugnonP,,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nevalainen%20T%5B
Author%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23467487" Nevalainen T., et
al. Report of the Federation of European Laboratory Animal Science
Associations Working Group on animal identification.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23467487" \o "Laboratory
animals.Lab Anim.2013,47:2-11.

6. lyer V., Shen B., Zhang W., et al. Off-target mutations are rare in Cas9-
modified mice. Nature Methods 2015, 12(6):479.

7. Fentener van Vlissingen J.M., Borrens M., Girod A. et al. The reporting of
clinical signs in laboratory animals. FELASA Working Group Report.
Laboratory Animals2015,49(4):267-83.

8. Mouse Welfare Terms (http://www.mousewelfareterms.org/doku.php)




Articulos

Anexo |

ESTUDIO DE BIENESTAR DE LINEAS DE RATONES GENETICAMENTE ALTERADAS
1. DATOS DEL CENTRO DONDE SE DESARROLLA EL ESTUDIO

Nombre del Centro/Empresa/Instituto Numero de registro

| | |

2. DATOS DEL INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacion)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el investigador

| |
Apellidos y Nombre NIF
| ||

Teléfono Fax E-mail

| | | ||

3. DATOS DEL USUARIO QUE LLEVARA A CABO EL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacion)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el usuario
Apellidos y Nombre NIF

| |

Teléfono Fax E-mail

| | ||

4. NOMBRE COMUN DE LA CEPA DE RATONES

5. FECHA DE INICIO Y FINALIZACION DEL ESTUDIO (méximo 5 afios)

Fecha prevista de inicio del estudio [ |

Fecha prevista de finalizacion del estudio | |

6. RESUMEN DE LA ALTERACION GENETICA Y OBJETIVO CIENTIFICO.
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7.DATOS DE LA CEPA

Procedencia’

Cepa (nombre oficial)’
Tipo de modificacion’
Sistema de cruce’
Generacion (F, N)
Genotipos utilizados
Sexos utilizados

Edad maxima de uso

OBSERVACIONES

8. DATOS GENETICOS (rellenar aquellos que correspondan)

Nombre y simbolo del/os GEN alterado
N° de Cromosoma (situacion del gen)
GEN expresado (Transgénicos)

Promotor (Transgénicos)
Nombre y simbolo de/los ALELO alterado

Linea ES de procedencia
Cepa de procedencia de la linea ES

OBSERVACIONES

9. ESTUDIO DEL BIENESTAR

* Incluiranimales de grupos de edades representativas:

i) Neonatos,animalesal destete (21 dias aprox.), y de edad madura (2 meses aprox.)’

ii) Almenosun minimode 7 machosy 7 hembrastomados de al menos dos camadas diferentes.

iii) Elestudio tomardanimales de al menos lasegunda generacion (de F2 en adelante).

iv) Secompararan los datos de los animales alterados genéticamente con animales controles similares y no alterados genéticamente.

9.1. DESCRIPCION DEL FENOTIPO ESPERADO

1 Delcentroodeotro criador o suministrador (Vgr: Charles River, Harlan, Jackson, etc.)

2. http://www.infor ics.jax.org/mgihome/ ‘strains.shtml

3. Mutacién espontd T énico, Mutacion dirigida (Targeted ion), Mutacion por agentes quimicos (ENU), Congénico, Compldstico, etc.
4. Homocigoto x homocigoto, homocigotox heterocigoto, etc.

5. Incluirotras edades en el caso de que la alteracion genética pueda manifestarse en esos I do el bi delos
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9.2. DATOS OBSERVADOS’

Destete (3 sem.) Madurez (8 sem.) Otros

Apariencia general (Morfologia)
Tamaiio, conformacion, y crecimiento
Pelaje

Comportamiento:

- Postura

- Marcha

- Actividad

- Interaccion con el medio

Signos clinicos (Descripcion de signos clinicos)
Crecimiento

Numero de animales en las diferentes etapas
Observaciones

Observaciones en Neonatos

Color de la piel

Actividad de los neonatos

Lactacion (milk spot)

Camadas: tamano, homogeneidad, etc.
Observaciones

10. RESUMEN DEL RESULTADO DEL ESTUDIO DEL BIENESTAR

11. REQUERIMIENTO DE PROYECTO
(¢Requiere el mantenimiento de esta cepa de ratones alterados genéticamente la solicitud de un proyecto?)

sif | No| |
12. VISTO BUENO DEL OEBA

Apellidos y Nombre Numero de registro

Fecha, firmay sello

Fecha y firma del investigador Responsable del Estudio

6. http://ec.europa. i hemicals/lab_animals/pdf/corrigendum.pdf
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Anexo ll

ESTUDIO DE BIENESTAR DE LINEAS DE RATONES GENETICAMENTE ALTERADAS
1. DATOS DEL CENTRO DONDE SE DESARROLLA EL ESTUDIO

Nombre del Centro/Empresa/Instituto Numero de registro
| URRG | [ 26573896547

2. DATOS DEL INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacion)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el investigador

| URRG |

Apellidos y Nombre NIF

[ || ]
Teléfono Fax E-mail

| | | | |

3. DATOS DEL USUARIO QUE LLEVARA A CABO EL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacién)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el usuario

] |

Apellidos y Nombre NIF
| || |
Teléfono Fax E-mail

| | | || |

4. NOMBRE COMUN DE LA CEPA DE RATONES

MMTV-PyMT

5. FECHA DE INICIO Y FINALIZACION DEL ESTUDIO (méximo 5 afios)

Fecha prevista de inicio del estudio | 1/1/2015 |

Fecha prevista de finalizacion del estudio | 1/1/2016 |

6. RESUMEN DE LA ALTERACION GENETICA Y OBJETIVO CIENTIFICO.

Transgénico que expresa un antigeno del poliomavirus bajo el promotor LTR del MMTV. La expresion se realizard en tejido glandular,
fundamentalmente en gldndula mamaria, siendo posible también su expresion en pulmon, vesiculas seminales, y ovarios.
Modelo para testar tratamiento frente a tumores de mama con metastasis.
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7.DATOS DE LA CEPA
Procedencia' URGG
Cepa (nombre oficial)’ FVB/N-Tg(MMTV-PyVT)634Mul/J
Tipo de modificacién’ Transgénico
Sistema de cruce’ Wt x Hemicigoto
Generacion (F, N) i
Genotipos utilizados hemicigoto
Sexos utilizados Hembras y machos
Edad maxima de uso 3 meses
OBSERVACIONES

8. DATOS GENETICOS (rellenar aquellos que correspondan)

Nombre y simbolo del/os GEN alterado Tg(MMTV-PyVT)634Mul

Ne de Cromosoma (situacion del gen) 7
GEN expresado (Transgénicos) Tg(MMTV-PyVT)634Mul
Promotor (Transgénicos) MMTV

Nombre y simbolo de/los ALELO alterado | ;?
Linea ES de procedencia
Cepa de procedencia de la linea ES

OBSERVACIONES

9. ESTUDIO DEL BIENESTAR

+ Incluiranimales de grupos de edades representativas:

i) Neonatos,animalesal destete (21 dias aprox.), y de edad madura (2 meses aprox.)’

ii) Almenosunminimode 7 machosy 7 hembrastomados de al menos dos camadas diferentes.

iii) Elestudiotomardanimales de al menos lasegunda generacion (de F2 en adelante).

iv) Secompararéanlosdatos delosanimales alterados genéticamente con animales controles similares y no alterados genéticamente.

9.1. DESCRIPCION DEL FENOTIPO ESPERADO

Las hembras desarrollaran tumores mamarios. No se espera otro fenotipo.

Delcentro odeotro criador o suministrador (Vgr: Charles River, Harlan, Jackson, etc.)

http//www.informatics.jax.org/mgih /strains.shtml

Mutacion espontdnea, Transgénico, Mutacion dirigida (Targeted mutation), Mutacion por agentes quimicos (ENU), Congénico, Compldstico, etc.
Homocigoto x homocigoto, homocigoto x heterocigoto, etc.

Incluirotras edades en el caso de que la alteracion genética pueda ifestarseen esos I doelbienestar de los animales.

VR WwN -
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9.2. DATOS OBSERVADOS’
Destete (3 sem.) Madurez (8 sem.) 3 Meses 4 Meses
Apariencia general (Morfologia) Normal Normal Normal Normal
Tamaiio, conformacion, y crecimiento | Normal Pérdida peso hembras, normal machos | Pérdida de peso en machos Pérdida de peso
Pelaje Normal Descuidado hembras, normal machos | Descuidado en machos Piloereccion
cA:'irvm'InnI::r? c::iP::t:or:'emr::it Normal Normal Normal Postura encorvada
Palpacion de nédulos Palpacion de nodulos en zona Palpacion de nédulos mamarios.
zleg:i;::lsﬁg}::‘s‘g)esaipdén Sin presencia | consistentes inguinal y glandulas Alteraciones respiratorias
en mamas en hembras salivares en macho y de la miccion
Curva de crecimiento Curva de crecimiento menor
Crecimiento Normal menor en hembras que cepa de referencia
Numero de animales Sin mortalidad | Sin mortalidad diferentes Mortalidad de hembras Sacrificio humanitario
en las diferentes etapas al destete ala cepa de referencia a partir de la semana 8 de los animales
Observaciones Sacrificio humanitario de hembras
alas 10 semanas
Observaciones en Neonatos
Color de la piel Normal
Actividad de los neonatos Normal
Lactacion (milk spot) Presente
Camadas: tamano, homogeneidad, etc. 8 crias por camada. Homogéneas y dentro de los valores de la cepa de referencia FVB/N
Observaciones Normal

10. RESUMEN DEL RESULTADO DEL ESTUDIO DEL BIENESTAR

Las hembras hemicigotas MMTV-PyMT desarrollan tumores palpables a partir de la semana 5. A la necropsia se observaron metastasis
pulmonares. Las hembras no pueden tener lactaciones a partir de la semana 5 por lo que es necesario el mantenimiento de las crias con
hembras wt mediante cruces de hembra wt x macho hemicigoto. Los machos desarrollan tumores mamarios a partir del dia 83. En las
necropsias se observaron metastasis en pulmon. También se observaron tumores en glandulas prepuciales. Alteraciones respiratorias y de
lamiccion en los animales con tumores en glandulas del sistema urinarioy pulmonar.

11. REQUERIMIENTO DE PROYECTO
(¢Requiere el mantenimiento de esta cepa de ratones alterados genéticamente la solicitud de un proyecto?)

siX] No[ |
12. VISTO BUENO DEL OEBA

Apellidos y Nombre Numero de registro

Fecha, firmay sello

Fecha y firma del investigador Responsable del Estudio

6. http://ec.europa. i hemicals/lab_animals/pdf/corrigendum.pdf




