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pstract:

This project reports on two topics.

The first topic is about cancer and the different types of cancer that exist. After the
introduction to know about cancer that is done in this project, it is emphasized with
prostate cancer and it is explained how it is and the treatments that are currently
used.

The second topic is about the importance of experimentation animals when doing
research, for example, for a new treatment of prostate cancer. But a certain process
must be carried out in order to start an investigation. Here, it is explained the process
that must be done before beginning an experimentation, the processes that must be
followed during the study and what is done after finishing the investigation.

Presentacié:

Vaig decidir fer aquest tema per el meu Treball de Recerca perqué m’agrada tot el que
esta relacionat amb els animals i la biologia, ja que trobo que sén temes molt
interessants i importants per entendre realment qué som i d'on venim i també perqué
crec que s’ha de donar especial importancia a la natura ja que gracies a ella és possible
la vida i per Jdltim, perquée wvull estudiar i dedicar-me a la veterinaria.
Des del moment en el que em van dir que havia de fer el treball de Recerca vaig tenir
clar que seria de biologia. Després, el meu tutor del treball em va parlar sobre el
projecte Argd que porta la UAB, projecte en el qual la universitat ofereix uns certs
temes per a fer el Treball de Recerca i s’encarreguen de que t’assessorin en el treball
especialistes en el tema que s’elegeix. A més a més, es té accés a informacio
privilegiada i a una part practica més desenvolupada i rica. El meu tutor em va animar
a que mires el temes i que em presentes com a voluntaria. Vaig veure que hi havia un
tema de veterinaria que tractava la discussié actual que hi ha en la utilitzacié d’animals
d’experimentacid. Tema el qual trobo molt interessant ja que tindria la possibilitat
d’informar-me dels dos punts de vista, els dels investigadors i els dels defensors dels
drets animals i aixi poder arribar jo a la meva propia conclusié després d’haver conegut
els dos punts de vista i les seves respectives premisses.



Introduccié:

l l na de les malalties més antiga i mortifera que ha existit a la Terra ha sigut i és el
cancer.

El cancer ha estat present sempre en les nostres vides, d’'una manera més o menys
propera. Aquesta malaltia afecta tant a persones com animals i es pot manifestar a
gualsevol edat i es poden presentar més de cent tipus diferents de cancer, uns més
mortifers que d’altres.

El cancer és una de les primeres causes de mort mundial i aguesta malaltia va afectar
aproximadament a més de 32 milions de persones en el mén, I'lany 2016, i 8,2 milions
van morir de cancer.

Un dels cancers més comuns és el de prostata, que el pateixen més d’un milié d’homes
cada any i del qual encara no s’ha trobat una cura eficag del tot.

Gracies a la medicina moderna i la investigacié biomedica ha augmentat la qualitat i
I’esperanca de vida dels afectats i també s’han pogut fer avancos importants per
arribar a possibles cures per al cancer. Per poder seguir avangant s’ha de seguir
experimentant, pero es va crear una llei (Declaracié de Helsinki, 1944), on es dicta que
abans de provar un tractament médic amb humans, primer s’ha de fer amb animals,
per la seguretat dels primers. | és aqui on entra en joc el paper dels animals
d’experimentacio.

Aquest treball tractara els diferents tipus de cancer concretant amb el cancer de
prostata ja que gracies al Projecte Argd de la UAB vaig poder assistir a una investigacié
real per al desenvolupament d’un tractament per al cancer de prostata.

Per un altre costat, el treball també tractara el tema de la legislacié que defensa els
animals d’experimentacio. La hipotesi principal del treball era: Potser I'Gs dels animals
d’experimentacid no és étic. Tenia aquesta hipotesi perquée pensava que no hi havia
cap llei que regulava I'experimentacio animal i els animals patien de manera
innecessaria.

Els objectius del treball sén comprovar segons la meva experiencia viscuda en la
investigacio si realment es compleix o no la meva hipotesi i arribar a una conclusié
raonada respecte la meva pregunta.

Sén realment necessaris els animals d’experimentacié?



> Que és el cincer?

Tots els éssers vius estem formats per una o més cel-lules.

Aguestes cel-lules es divideixen continuament i de forma regular per reemplagar a les
cél-lules que ja sén mortes o velles perqué ja no compleixen les seves funcions. Aixi es
manté la integritat i un funcionament correcte de tots el organs.

El procés de divisié de les cel-lules esta regulat per uns mecanismes que indiquen a la
cél-lula quan ha de comencar a dividir-se i quan no. Quan es
produeix un dany en el DNA d’una cél-lula que no pot ser
reparat, es porta a terme |'autodestruccié d’aquesta cel-lula;
aquest procés també s’anomena mort cel-lular programada o
apoptosi.

Per tant, el cancer és un tipus de malaltia que afecta als éssers
pluricel-lulars en que un grup de cél-lules desenvolupen un
creixement descontrolat i es multiplica el nombre de divisions
cel-lulars normals perqué per un dany cel-lular no es porta a
terme la apoptosi. Aquestes cél-lules envaeixen i destrueixen
teixits i a vegades hi ha una metastasi, que es dona quan les
cél-lules cancerigenes s'estenen a altres punts del cos a través
de la limfa o la sang, creant altres tumors.

Aquestes tres propietats (creixement cel-lular descontrolat,
invasio/destruccio de teixits/organs i metastasi) sén las que
defineixen a un tumor maligne.

També existeixen els tumors benignes que tenen la manca de
metastasi, alguns poden ser perjudicials per a la salut i ni ha
d’altres que no. (berrugues)

La majoria de cancers formen un tumor, pero alguns no ho fan,
com per exemple, la leucemia.

El cancer pot afectar a animals, a plantes i a humans, es pot patir a qualsevol edat i fins
hi tot, pot afectar als fetus. El risc de patir cancer augmenta amb I’edat.
Avui en dia es poden trobar més de cent tipus de cancer.

La branca de la medicina que s'ocupa de I'estudi, el diagnostic, el tractament i la
prevencio del cancer és I'oncologia.



> Origen del cincer:

Gairebé tots els cancers sdn provocats per anormalitats en el material genétic de les
cél-lules afectades. Aquestes anormalitats solen ser degudes als carcinogens, que sén
agents fisics (radiacions), quimics o biologics potencialment capagos de produir cancer
al exposar-se a teixits vius, com per exemple: el fum de tabac, radiacions, substancies
guimiques,etc... Altres anormalitats genétiques que provoquen cancer es poden
adquirir aleatoriament per culpa d'errors en la replicacio de I'ADN, o sén heretades
dels progenitors, i per tant estan presents a totes les cél-lules del nou individu des del

naixement.
Carcinogens
més
ELEVADO CONSUMO  ELEVADO CONSUMO EXPOSICION SOL Y CAMAS CONTAMINACIGN CONTAMINACION EXPOSIION ALCOHOL AGENTES
CARNE PROCESADA CARNERDUA ARADIAION SOLARES ENHOGARES AMBIENTAL OCUPACIDNAL INFECCIDSOS comuns

IDNIZANTE

Una vegada una cel-lula presenti anomalies en el seu material geneétic, aquesta
adquirira la capacitat de multiplicar-se descontroladament i d’envair teixits i altres
organs. Aquest procés es denominara carcinogénesi.

/ . \ . . .
** La carcinogenesi pot durar anys i passa per diferents fases:

e Laprimera fase comenca amb la mutacié de la primera cel-lula, succeeix a nivell
del genoma i les alteracions poden trobar-se
tant en tumors benignes com en malignes. 1

sleiwinh

Una sola mutacié no és suficient per a que es
generi un cancer, pero aquesta cel-lula
mutada és la que pot iniciar el procés. La
condicid més important per a |I’evolucié d’un

cancer és que la cel-lula mutada sigui capacg 3

de dividir-se. Una vegada aquesta primera

cél-lula es divideix, com a resultat, les g

cel-lules filles mutades comencen a - : "
X W= .

multiplicar-se a una velocitat superior a lo
normal, transmetent als seus descendents I'anomalia genética de la cél-lula
mare.

=>» Agquesta fase s’anomena: fase d’iniciacié tumoral i les cél-lules involucrades
en aquesta fase es diuen cél-lules iniciades. L’alteracio que han produit les
cel-lules iniciades és irreversible, pero es insuficient per desenvolupar un
cancer.



La segona fase comenga quan els agents carcinogens actuen de nou i
repetidament sobre les cél-lules iniciades. Aquest fet provoca que la divisid
cel-lular sigui més rapida encara i com a conseqiiencia, es multipliquin
cél-lules mutades amb més probabilitat de que es produeixin noves
mutacions. Aixi, comenga la creacidé d’un tumor i també pot passar tan en
tumors malignes com de benignes.

Aguesta fase es coneix com: la fase de promocid i les cel-lules que hi
participen s"anomenen cél-lules promocionades. Alguns factors que actuen
en aquesta fase serien el tabac, la mala alimentacio, beure alcohol, etc.

La tercera fase s’inicia quan les cél-lules iniciades i les promocionades
pateixen noves mutacions per culpa de carcinogens i les divisions
descontrolades entre cél-lules cada vegada més mutades.

Cada vegada hi ha més anomalies en el seu codi genétic, en el seu creixement
i en el seu comportament com a cel-lula.

Aguesta tercera fase només es pateix si es tracta d’un tumor maligne.

Aguesta fase s'"anomena fase de progressio ja que les cel-lules adquireixen la
capacitat d’invasio, infiltrant-se en teixits propers o en d’altres situats a certa
distancia, viatjant a través del sistema sanguini o limfatic, provocant aixi les
metastasis.

Hyperplasia Carcinoma in situ
(severe dysplasia) I
Fase d’iniciacié Fase de
tumoral promocié | (invasive) |

Fase de
progressio



= Propagacio del cancer en fase de progressio:

Els cancers son capacgos de propagar-se per el cos a partir de dos mecanismes:

invasio i metastasi.

*L’ invasio és la migracié i la penetracid directa de les cel-lules mutades en teixits o

organs propers al tumor d’origen.

*La metastasi és el procés de propagacid d’un tumor cancerigen a un altre organ
diferent al que es va iniciar. Succeeix per mitja dels vasos sanguinis o limfatics.

Primer algunes de les
cél-lules malignes se
separen del tumor
inicial i a continuacié
penetren el vasos
sanguinis o limfatics,
viatgen a través de la
circulacid sanguinia i
finalment creixen i es
divideixen en un nou
teixit o organ creant
un nou tumor maligne.

El nou tumor
metastatic és del
mateix tipus de cancer
que el del tumor
d’origen.

La metastasi és la
causa principal de
mort d’un ésser viu
amb cancer.

Les cél-lules cancerigenes

envaeixen els teixits i

vasos sanguinis propers

. |

.

‘?(0)

-

Les cel-lules son
transportades
per el sistema
circulatori a
organs i teixits
llunyans
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Les cél-lules cancerigenes
envaeixen un nou organ i creix un
nou tumor en ell.



> Class/flcacio.

Els cancers es classifiquen segons la histologia (I’estructura i les caracteristiques dels
teixits) i la ubicacié del teixit on es troba el tumor.

m  Carcinoma: Esel tipus de cancer més comd, el 80% de cancers sén
carcinomes. Aquest cancer comenca a la pell o als teixits que cobreixen els
organs interns (cel-lules epitelials).

Algunes d’aquestes cél-lules tenen diferents caracteristiques i per aquest
motiu tenen un nom especial. Les més importants son:

Adenocarcinoma: cancer del teixit glandular (mames, prostata).

Carcinoma de cél-lules escamoses: cancer de les cél-lules no glandulars

(esofag, coll del uter)

Carcinoma de cel-lules basals (Basalioma): avarca un 78% de tots els

cancers, cancer de pell més comu. Rarament produeix metastasi.

Melanoma: cancer de les céel-lules que produeixen la coloracid de la pell,
és el més perillés per qué porta a terme la metastasi.

Els cancers de tipus carcinoma més comuns sdn el cancer de pit, de prostata,
de pulmé i de colon.

Carcinoma in situ Cancer

Capa de B
tejido externo

Capas
musculares—

Tejido L
conjuntivo—

Capa de
tejido interno




" Sarcoma: Aquest tipus de cancer comenga en els teixits connectius

com els cartilags, el greix, els mdsculs, els vasos sanguinis, els ossos, etc.
Dependent de la cél-lula on s’origina el cancer es poden diferenciar amb
diferents noms, els més comuns sén els segiients:

Osteosarcoma: Cancer que deriva de I'os.

Sol apareixer en ossos llargs.
Es el sarcoma més freqiient i és el vuité cancer
infantil més freqlent.

Liposarcoma: Cancer que té origen
en el greix (teixit adipds).

Sol apareixera en les extremitats
inferiors, bracos pit i coll.

Condrosarcoma: L'origen del tumor es troba en

els cartilags. Es el segon tipus de sarcoma més
comu. Els tumors solen estar en les costelles, la
pelvis, el femur i I‘himer.

Angiosarcoma: Sarcoma que deriva dels
vasos sanguinis o limfatics de qualsevol
teixit d’'un organisme.




S ’ . Y \
= Leucémia: Esconeix com el cancer de sang, aquest cancer comenga en

els teixits que formen la sang, com la medul-la 0ssia. Aquesta anomalia
provoca un augment descontrolat de globuls blancs (cel-lules que es troben en
la sang i sén les responsables de les respostes immunes).

Les cél-lules cancerigenes impedeixen que es produeixin globuls vermells,
plaguetes (encarregades de tancar ferides) i globuls blancs madurs normals.
Es el cancer diagnosticat més freqiientment en nens.

Aguest cancer es va tornant cada vegada més mortal a mesura que
disminueixen les cel-lules sanguinies normals.

Les cél-lules mutades es poden propagar al torrent sanguini i també poden
viatjar al cervell, a la medul-la espinal i altres parts del cos.

-En les leucémies hi ha caréncia de tumoracio, s’afecta la sang i la medul-la

ossia.

=>» Laleucémia es pot classificar en diferents tipus:

Segons el tipus de funcid de la cél-lula alterada:
Leucémia mieloide.
Leucémia limfoide.

Segons I'estat de maduracio de les cel-lules leucemiques:
Aquda: cél-lules immadures. Aquestes no realitzen les funcions
Cronica: es produeixen masses globuls blancs madurs pero sén
anormals. La seva progressio és més lenta.

Plasma

Sana con leucemia

= Plaquetas ‘ Glébulos Rojo ' Glébulos Blancos



" Limfoma: Aquest cancer comenga a les cel-lules del sistema limfatic

Limfocits Normals Cél-lula de Reed-Sternberg
” 7 o
{ O ‘.(’ ) 0 @. 5 Q
') 3 e Q
.. = 0 g '

(sistema que té com a funcié combatre infeccions i malalties i forma part del
sistema immunitari). El sistema limfatic transporta en els vasos limfatics
(semblants als sanguinis) un liquid anomenat Limfa. La limfa conté limfocits,
(que sén un tipus de globuls blancs). Les cel-lules afectades, en aquest cas, sén
els globuls blancs i degut a que el sistema limfatic es troba per tot el cos, el
limfoma es pot presentar a gairebé qualsevol part de cos. Aquest tipus de
cancer es pot presentar tant en nens com en adults.

-Hi ha dos tipus de limfomes:
El imfoma de Hodgkin
El limfoma de NO Hodgkin

-Els dos tipus de limfoma es poden diferenciar a partir de les diverses
caracteristiques de les cél-lules malignes (que abans eren limfocits).
Caracteristiques com, per exemple, el seu comportament, la seva propagacio i
la seva resposta al tractament.

El imfoma de NO Hodgkin és el tipus més comu.

El tipus de limfoma es determina amb la biopsia i I’ examen de les cél-lules
cancerigenes amb un microscopi per observar de quin tipus son les cel-lules
gue han mutat. -

Quan s’observen les cél-lules cancerigenes i
aquestes sén un tipus de cel-lules anomenades

“Cél-lules de Reed-Sternberg” (cel-lules gegants cel-lula de

imfoci Reed-Sternb
malignes que inicialment eren limfocits de ;‘;’r‘:::l" eed-otermere

tipus B), el limfoma és de tipus Limfoma .
Hodgkin.

Quan aquestes cel-lules no es troben presents, el cancer es classifica com a
Limfoma de NO Hodgkin.

Linfoma de Hodgkin

“Cel-lules Limfoma de NO Hodgkin.”



> £l cincer de prostata:

La prostata és una glandula
sexual que només presenta el
sexe masculi, aquesta glandula

és I’encarregada d’elaborar un

Vesicula
saminal

liquid que forma part del

Uretra

semen.
La prostata es troba sota de la
bufeta i envolta la uretra.

El cancer de prostata, a nivell mundial, és el segon cancer més diagnosticat en homes
després del cancer de pell, perd, en Europa des de fa uns anys, el cancer de prostata
s’ha convertit en el primer cancer més diagnosticat. A més a més és una de les
primeres causes de mort en homes.

=>» El cancer de prostata comencga quan algunes cel-lules prostatiques de la prostata
muten i comencen a multiplicar-se descontroladament. Encara no se sap qué és el
gue causa aquest cancer pero si es coneixen alguns factors a tenir en compte per al
desenvolupament d’aquest cancer, com la genetica i la dieta. Les cel-lules mutades
poden fer metastasi, especialment als ossos.
El cancer de prostata afecta més freqlientment a homes d'uns cinquanta anys.
El creixement tumoral és moderadament lent hi encara havent-t’hi hagut metastasi
hi pot haver una supervivéncia prolongada.

® El tumor maligne pot créixer de tres maneres:

Creixement local: Es produeix per el creixement del tumor cancerigen que

envaeix la capsula prostatica. TNow
Mé . Bufeta
és tard el tumor és capac de trencar la

capa prostatica degut la seva mida i aixi
el tumor segueix creixent envaint altres
teixits i organs propers a la prostata. Capsula protastica
Que les cel-lules mutades envaeixin la Préslata

bufeta i el recte és un procés lent. Uralra prostalica



® Disseminacio limfatica: es dona quan es produeix la invasié dels capil-lars limfatics
per les cel-lules tumorals i
aquestes es propaguen
per la resta de I'organisme

Envaeix altres organs

a traves del sistema
limfatic.

La freqiiencia amb que
es produeixi una
disseminacié limfatica

té relacio directaambla

mida del tumor inicial i
el grau de malignitat.

® Disseminacié hematogena/hematica: Aquesta disseminacié comencga quan les

cel-lules mutades entren 3
Primary

en contacte amb els tumour

vasos sanguinis, / ; Invasion of

o
traspassen la paret del I i e

vas sanguini i les cél-lules

Passage through

comencen a viatjar per el -

sistema sanguini i
aquestes envaeixen altres
teixits o organs. En el cas
del cancer de prostata, el
teixit ossi és el més
afectat per les cél-lules
tumorals.

Es la via de propagacié
més important per a la
majoria de tumors
malignes.



> Cures per el cincer de prostata.

Com ja s’ha citat anteriorment, el cancer de prostata encara no té una cura eficag

del tot i actualment les cures només allarguen la vida de I'afectat.

Segons I'etapa del cancer, I'estadi, la situacid i altres factors, sén més

recomanables alguns tractaments que altres.

Els possibles tractaments sén els seguients:

L’espera en observacid i la vigilancia activa: Aquest tractament s’utilitza

amb homes amb una avangada edat i problemes de salut greus, ja que
normalment en aquestes situacions, el cancer no els mata gracies al seu
lent desenvolupament. Consisteix en controlar i observar I'estat del cancer
amb proves de sang i biopsies de la prostata.

[Annex 1]

La cirurgia: Es una de les opcions més comunes si es creu que no hi ha
presencia de metastasi cap a altres teixits i organs. Consisteix en |'extirpacid
total de la prostata i les vesicules seminals.

[Annex 2]

La Radioterapia: En aquest tractament s’utilitzen rajos d’alta energia per

aixi disminuir el nombre de cél-lules cancerigenes.
[Annex 3]

Crioterapia: Utilitza temperatures molt fredes per a congelar i eliminar les
cel-lules cancerigenes que es troben a la prostata.
[Annex 4]

Terapia hormonal: Aquesta terapia té com a objectiu el reduir el nivell de

les hormones masculines, anomenades androgens, i aixi evitar que aquestes
hormones afectin a les cel-lules cancerigenes, ja que els androgens
estimulen al creixement de cel-lules cancerigenes de la prostata.

[Annex 5]

Quimioterapia: Consisteix en utilitzar medicaments contra el cancer que
s’injecten a partir de via intravenosa o oral. Aquests medicaments entren al
torrent sanguini i per aquesta rad, aquest tractament és bastant eficag per
als cancer que ja s’han propagat a altres organs.

[Annex 6]



®  Tractament amb vacunes:

Primer, fer un incis per explicar que és una vacuna.

® Unavacuna és una medicina que conté una substancia composta per
microorganismes atenuats, morts o derivats d’aquests microorganismes.
Aguesta substancia sol ser injectada per via intravenosa per arribar a
I’organisme i aixi prevenir algunes malalties infeccioses.
Al entrar aquesta substancia en contacte amb 'organisme, aquest ultim, activa
els anticossos del nostre sistema immunitari per poder desfer-se de la infeccid.
Després, el sintema immune es torna immune a aquesta infeccid, ja que si el
sistema immunitari torna a estar en contacte amb aquests microorganismes, els
nostres anticossos ja sabran com actuar per eliminar-los del nostre organisme.

=>» Les vacunes contra el cancer estan compostes per modificadors de resposta
biologica. Aquests modificadors de resposta fan que s’activi el sistema
immunitari per a que estimuli o es restauri I'habilitat per combatre malalties.
Hi ha dos tipus de vacunes contra el cancer:

¢ Vacunes preventives: les quals intenten impedir que es presenti el cancer en

gent sana.
¢ Vacunes de tractament: aquestes vacunes han de tractar un cancer ja

existent, i reforcar la resposta immunitaria natural del cos per a que aixi els
anticossos puguin atacar el cancer.

+ La primera i Unica vacuna de tractament per al cancer de prostata que va ser
aprovada per la FBA (Administracié de Aliments i Medicaments), va ser la
Provenge (sipuleucel-T) I'any 2010. Aquesta vacuna reforca al sistema
immunitari per ajudar-lo a atacar les cél-lules cancerigenes de la prostata.
La vacuna esta aprovada per a utilitzar-se amb alguns homes amb cancer
metastasic de prostata.

Provenge activa a les cel-lules immunes
(&

oo .

Cél-lules immunes

Les cel-lules immunes Finalment, ataquen
activades es multipliquen al cancer prostatic.



> Les vacunes DNA:

Per comencgar, que és una vacuna de DNA?

Una vacuna DNA és un tipus de vacuna que va ser desenvolupada fa relativament poc,

més concretament, a prop de I'any 1990.

La vacuna conté DNA modificat genéticament per a que al comengament, una petita

quantitat de les cél-lules d’un ésser viu tinguin accés a aquest DNA i les cel-lules siguin

capaces de produir els nous “productes” dels quals informen els gens del DNA injectat.

La informacié del DNA és codificada i traduida i es produiran unes proteines antigens

d’interés que fan possible I'activacié d’una resposta immune per part de les cél-lules

sanes que atacaran directament al tumor maligne.

Les vacunes de DNA tenen importants avantatges sobre les vacunes convencionals,

com ara la capacitat d’obtenir més tipus de respostes immunes, també es perd el risc

de patir la malaltia que provoquen els microorganismes atenuats de les vacunes
convencionals, ja que les vacunes de DNA només contenen el codi genétic que

produeix antigens d’aquests microorganismes i son més rapides i barates d’elaborar i

transportar.

Actualment hi han diferents maneres d’administrar |la vacuna de DNA:

1.Injeccidé intramuscular o
subcutania: La més habitual, s’injecta
la vacuna amb una agulla que
entrebesa la pell o el muscul, segons
la situacid.

1. Injeccié subcutdnia

/
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2.Pistola de gens: Es un tipus de pistola que amb heli dispara DNA a les cél-lules de

plantes i animals.

3.Injecci6 Jet: Es un tipus de xeringa que utilitza alta pressié per penetrar la pell amb la

vacuna, substituint la agulla.




= Transfeccio i implantacio del DNA (vacuna) al nucli cel-lular:

Actualment encara no hi ha molta informacié sobre com s’implanta i s’expressa el
DNA després de ser injectat als teixits ( mitjangant les possibles alternatives
esmentades a la pagina anterior ).

La transfeccid consisteix en la introduccié de material genétic extern en cel-lules
eucariotes. [Annex 7]

-Hi ha dues maneres per fer més efectiva la transfeccié i implantacié del DNA a les
cél-lules:

1. A partir de Liposomes: Un liposoma és una vesicula amb forma d’esfera que
té com a membrana una bicapa lipidica (semblant a la membrana cel-lular)
composta per fosfolipids (un tipus de lipid) i colesterol. Aquests liposomes
son capacos de transportar petites substancies.

S’han desenvolupat técniques per a que els liposomes serveixin com a
transportadors dels gens que es volen implantar al nucli de les cel-lules.
Quimicament s’insereixen els gens d’interes dins dels liposomes i
s’'introdueixen amb algun dels metodes esmentats abans, pero el lloc on
s’'introdueixin aquests liposomes té una funcié molt important ja que se sap
que nomes d’1 a 10% del total del DNA inoculat és implantat al nucli de les
cél-lules que interessen. (En tractaments per al cancer: cél-lules del sistema
immunitari).

- Unavegada s’han injectat els liposomes amb la informacié geneética,
aquests es fusionen amb la membrana plasmatica, permetent aixi I'entrada
dels gens dins la cél-lula.

- Per aquesta rad les investigacions en les qual estudien les vacunes de DNA
i la seva eficacia contra el cancer obtenen millors resultats si les vacunes
son injectades més d’una vegada.

[Annex 8]
Cell membrane Nucleus El liposoma s’uneix quimicament amb el
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2. L'electroporacio:

L’ electroporacio consisteix en provocar un augment significatiu de la
conductivitat eléctrica i la permeabilitat de la membrana plasmatica
cel-lular mitjangant electricitat aplicada externament (normalment amb
unes agulles que s’insereixen a la pell).

Segons el tipus de cél-lula que es vol electroporar el voltatge de la
descarrega eléctrica varia.

En altres paraules, I'electroporacid és un procés que es porta a terme
utilitzant una maquina anomenada electroporador. Aquesta maquina
s’encarrega d’obrir els porus que es troben en la membrana cel-lular de les
cel-lules per a que sigui més eficag I'entrada d’algun tipus de substancia
molecular. Per provocar I'obertura d’aquests porus, |'electroporador
provoca unes petites descarregues eléctriques.

Si el voltatge de I'electricitat és I’adient provoca I'obertura temporal dels
porus cel-lulars, pero si no és I'adequada pot provocar I’ apoptosi de les
cel-lules electroporades.

Aqguest procés és habitual en biologia molecular i en investigacions
biomediques per aixi poder introduir diferents substancies en cél-lules d’un
animal o huma, com per exemple sondes moleculars, un farmac que pot
canviar les funcions cel-lulars o un fragment de DNA.

La nucleofeccid és una variant de I'electroporacié. La nucleofeccié és un
metode de transfeccid de DNA que el porta a terme una maquina
anomenada “Nucleofector”.

La nucleofeccié fa la mateixa funcié que la de I'electroporador pero en
comptes de provocar I'obertura dels porus de la membrana plasmatica
d’una cél-lula, provoca I'obertura dels porus de la membrana del nucli
cel-lular.

[Annex 9] LTERACION




> Experimentaclto aniinal

Des dels comengaments de la vida humana, els animals han tingut un paper molt
important per a la nostra evolucid, ja que han ajudat a arribar a comprendre la nostra
“creacié” o com funciona el nostre cos des d’un punt de vista biologic.

L’experimentacié amb animals actualment és una de les
bases per a la investigacié en el mén de la medicina. Pero
aquestes practiques sempre han rebut una oposicié per
part del col-lectiu que esta a favor dels drets animals, a
I'igual que els dels humans, ja que els animals son sotmesos
a processos dolorosos i/o estressants entre altres coses,
trencant aixi el seu cicle vital i condemnant-los a una futura
mort o una vida sense qualitat.

- ~\"b
L’experimentacid animal consisteix en practicar diversos @ SON NECESARIOS
experiments que poden ser més o menys agressius amb ‘
animals, amb |'objectiu d’aconseguir noves dades sobre el los ANIMALES EN

gue s’esta investigant, desenvolupar noves teories,

aprendre nous conceptes o simplement per treure algun I.ABORATOR'OS?

benefici de profit per als humans, com nous medicaments.

“Campanya contra I’'experimentacié animal”

Aguests experiments comencen quan s’inicia la preparacid del animal per a la seva
utilitzacié (model animal/humanitzat) i acaba quan s’aconsegueixen totes les
observacions i resultats desitjats sobre I’'animal/experiment.

L’experimentacido amb animals aporta grans beneficis, ja que gracies a aquests
experiments s’han pogut fer molts avancos en la prevencid i tractament de moltes
malalties. A més a més, la medicina ha pogut evolucionar molt rapidament en poc
temps augmentant aixi I'esperanca de vida de I'ésser huma gracies també a la
possibilitat d’experimentar amb animals.

Actualment, I'experimentacio animal segueix tenint un paper molt important i és util
en ambits com:

-El comerg de I'alimentacid i la produccio agricola.
-La sanitat humana i animal (medicines, oncologia...)

-La biotecnologia, neurologia, geneética, etc...



« El Model Animal:

Els models animals sén una de les parts més importants i fonamentals de la
biomedicina.

Abans de vendre qualsevol medicament sempre s’ha d’haver provat abans en un
laboratori amb un model animal. Els models animals sén utilitzats per investigar i
entendre les causes, el diagnostic i el tractament d’'una malaltia.

- Pero qué és un model animal?
-Un model animal es coneix com a qualsevol espéecie no humana que s’utilitzi en la
investigacié biomédica. Es molt important que els models animals compleixin els
requisits adequats, que estiguin sans i que no
puguin patir cap malaltia biologica abans
d’iniciar el procediments d’investigacio.

Per aquesta rad son criats en un medi

et

controlat pero que respecta el seu medi
natural amb el compliment dels principis
etics de I'animal. Sén vigilats i tractats amb
molt de compte per a que no hi hagi

=N

possibilitat de malalties en els animals (per a

gue no afectin després al resultat de I’experiment on sigui utilitzat el model
animal.)

L’especie del model animal pot variar segons el tipus d’experiment que es vol fer o
segons el tipus o quantitat de similitud que interessa que tingui el model animal
amb I'ésser huma.

En els paisos més desenvolupats s’han creat estructures com “~L’organitzacio
Mundial de la Salut” que protegeixen als animals d’experimentacid, tant de tipus
governamental com privat.

S’han creat lleis com la “Declaracidé de Helsinki” o “El principi de las tres R’s.”

experiments per a que respectin els principis étics.
A partir de 1940 es van anant creant diferents institucions reIacionade

cuidat i I’Gs dels animals de la manera més humanitaria possible. W

“L’organitzacié Mundial de la
Salut”<logotip>



 El principi de las tres R’s:

En 1959 William Russell (zooleg i psicoleg) i Rex Burch (microbioleg), en el seu
famos llibre “The principles of the humane animal experimental techniques” van
exposar el seu pensament sobre que |'excel-lencia cientifica esta lligada
directament a I’Us humanitari dels animals d’experimentacié. En el seu llibre
defineixen clarament un principi etic anomenat “El principi de les tres R’s” on
es diu que I'experimentacio, per a que sigui etica, s’"ha de basar en tres
fonaments: reduir, reemplacar i refinar.

Aguests fonaments informen d’una manera de reduir I'Gs dels animals
d’experimentacid i les causes de dolor i estrés.

=>» Fonaments del principi:

¥ Reduir: Els experiments que requereixin
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« AMM- Declaracié de Helsinki:

= L' AMM (Associacié Médica Mundial) és una associacioé professional internacional
de metges d’arreu del mén. Aquesta va ser creada I'any 1947 i el seu objectiu és
arribar a acords sobre |’ética en la medicina i ajudar a la humanitat utilitzant els
coneixements més avangats i els nivells més alts possibles de medicina i etica
medica.

) ASOCIACION
MEDICA

WAMA MUNDIAL

La declaracié de Helsinki va ser creada en I'any 1964 a Helsinki, Finlandia, i ha sigut

publicada de forma oficial per I’ AMM. Des de llavors s’ha sotmes a cinc revisions que
han fet que aquesta declaracié presenti 37 principis basics per a que la medicina sigui
etica.

Es un document amb molt de pes en la historia de la investigacié ética, ja que regula la
investigacid en la medicina.

El seu principi basic és el respecte per l'individu i que el benestar del pacient ha d’estar
per sobre dels interessos de la ciéncia.

Aquesta declaracid, en un dels principis que numera, diu que la investigacié en humans
ha d’estar primerament basada en una experimentacié animal per assegurar la
seguretat dels primers, pero també exigeix que es respecti el benestar dels animals
utilitzats en la investigacid.

Un altre principi és el que els animals empleats en investigacions biomediques han de
rebre un tracte compassiu i que els investigadors han de complir totes les normes
etiques imposades per les lleis i declaracions (que s’han d’ensenyar a tots els
investigadors en formacid).

-A part de la “Declaracié de Helsinki” ’AMM ha publicat de manera oficial altres
declaracions com “La declaracié sobre I'Us d’animals en |’ investigacié biomedica.”
[Annex 10]



o Legislacié espanyola/europea d’animals

d’experimentacio:

- Prohibeix experimentar amb

Reial Decret 53-2013:

Es una norma juridica de caracter general decidida per el Consell de
Ministres.

Aquest document estableix les normes basiques aplicables per a la
proteccié dels animals utilitzats en experimentacid i altres fins cientifics,
incloent la docéncia, regula, entre d'altres, I'avaluacid i autoritzacio de
projectes en els procediments on s'utilitzin animals.

El Reial Decret només transposa la Directiva Europea 2010/63 / UE sobre
benestar animal.

[Annex 11]

Directiva 76/768/CEE:
Es una llei que estableix I'eliminacié gradual dels assaigs amb animals per a
I” elaboracié de cosmetics.

animals tant per productes
cosmetics acabats com els seus

ingredients.
- Prohibeix la comercialitzacio de C

productes cosmétics acabats )
experimentats en animals o

Cvperimentatson anmals NOT TESTED
et ON ANIMALS




e El Model Humanitzat/ “MNude rmouse’:

En una investigacié quan es vol investigar sobre I'efecte que tindra un tractament
d’una determinada malaltia amb un model animal sera necessari trasplantar
cél-lules humanes al model animal que s’utilitzi (normalment ratolins).

Perd si aquest procés es porta a terme, el sistema immune del model animal
provocaria un rebuig cap a les cel-lules humanes i per tant no serviria de res haver-
I’hi implantat les cél-lules humanes al model animal.

Per aquesta rad el model animal ha de ser immunodeprimit, és ha dir, se I’ha de
“desactivar” el seu sistema immune per a que no reconegui a les cél-lules humanes
com estranyes.

=» Model Humanitzat:

Els models humanitzats sén els models animals transgénics, és a dir, sén
animals que s’utilitzen per a I'experimentacié humana pero a aquests se’ls
implanta determinats gens, cél-lules, teixits i/o organs humans per
I'aprofitament huma.

Aqguest fet és possible gracies a que els animals han sigut préviament
modificats per a que siguin immunodeficients i no rebutgin els drgans
humans.

La implantacid de gens humans als models animals fa que siguin capacos de
produir proteines humanes que poden ser beneficioses per crear
medicaments o fins i tot per a que els animals pugin donar els seus organs a
humans.

Pero encara que els animals que
son modificats genéticament

també es consideren

humanitzats, lo més normal al

>

parlar d’animals humanitzats és

/
referir-se als animals els quals ,./

se’ls introdueixen cel-lules del \’

sistema immune humanes per a \‘\
animals respongui com X
respondria un huma. k

"
o

f

i

gue el sistema immune dels

“Exemple de ratoli humanitzat: ratoli amb un 6rgan huma.”



=> “Nude Mouse”:

Un ratoli conegut com a “Nude Mouse” és un tipus de ratoli que presenta
un tipus de mutacioé la qual provoca que aquests tipus de ratolins siguin
immunodeficients degut al seu reduit nombre de globuls blancs i per
aquesta rad i perque no presenten pel en la pell se’ls coneix com ratolins
nus.

Aquests ratolins son molt importants per les investigacions ja que poden
rebre molts tipus de cel-lules humanes ja que no provoquen cap resposta
de rebuig per part del seu sistema immunologic.

Aguests ratolins s’utilitzen especialment en les investigacions del cancer en
les qual es busquen possibles tractaments o obtenir més coneixements del
cancer que s’investiga. Es molt important veure i conéixer com podria
reaccionar un tractament contra el cancer contra cél-lules tumorals
humanes i com que només es pot investigar primerament amb animals és
molt important el paper dels ratolins nus.

Per tant, a aquests ratolins se’ls implanten cel-lules tumorals humanes ies
proven tractaments (com farmacs antitumorals) que no requereixen de
resposta immune per veure si aquets tractaments compleixen
adequadament la seva funcié .
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“Nude Mouse — Ratoli nu.”



> Passos previs a I’experimentacié amb animals:

-Comengar a una investigacid no és un procés rapid i menys si s’empren animals

d’experimentacio, ja que es necessiten unes determinades instal-lacions i a partir d’uns
documents que demana El Comité d’Etica de cada pais, s’ha d’explicar com sera la

investigacid i demostrar que la investigacidé que es portara a terme compleix la

directiva adequadament.

Abans de comencar qualsevol investigacié on s’emprin animals d’experimentacié s’han

de tenir accés a unes determinades instal-lacions anomenades Estabularis.
En els estabularis només hi poden treballar investigadors amb coneixements de
veterinaria o aquests investigadors han de tenir el suport i I'assessorament de

veterinaris per garantir el benestar dels animals.

Estabulari:

Un estabulari és un area dedicada a la produccié i manteniment d'animals
d'experimentacié amb sales per a I’allotjament d’aquests animals (normalment
rosegadors) i cada sala amb el seu respectiu laboratori.

La instal-lacié ha de comptar amb un equip veterinari que garanteixi I'Us adequat
dels animals i una correcta atencié dels mateixos. Aquests veterinaris poden ser
tant els investigadors del seu propi estudi com també poden donar suport a
investigadors que no sén veterinaris.

L’estabulari, també té un protocol d’higiene i seguretat molt estricte per evitar
gualsevol transferencia de substancies(microorganismes) de I’exterior cap a
I'interior i viceversa, per garantir la seguretat de les persones tant com la dels
animals d’experimentacid.

A més a més, I'estabulari ha de complir totes les normes del Comite Etic
d'Experimentacié Animal de cada pais.
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-Pero per a que comenci una investigacié amb animals d’experimentacid, primer I’ha

d’autoritzar el Comite d’Etica.




» El Comiteé d’ética/Comissio Etica d’animals d’experimentacié:

La comissio Etica d’animals d’experimentacié té com a objectiu assegurar-se del
compliment de la normativa (Espanyola: Real Decret 53/2013) en totes les
investigacions amb animals d’experimentacié que es realitzin. [Annex 13]

El Comite es preocupa per el benestar animal, el desenvolupament i la fabricacié de
productes farmaceutics, aliments, pinsos i altres substancies o productes.

S’assegura de comprovar la qualitat, I'eficacia i la seguretat de totes les investigacions
que utilitzen animals i s’encarrega de fer inspeccions d’aquestes investigacions per
garantir el compliment de totes les lleis respecte els animals d’experimentacio .

Com s’assegura el Comité de que una investigacid és apta?

-Quan un centre d’investigacio vol comencar una investigacié amb animals
d’experimentacié ha de passar un procés de tramits on aquest
centre/investigador haura d’omplir uns determinats documents.

A. S’ha d’omplir un sol-licitud d’autoritzacié en la qual es demana
adjuntar uns determinats documents.

fll} Generalitat
LY de Catalunya

Sol-licitud d'autoritzacié d'un projecte amb procediments d'experimentacié amb
animals o de modificacio rellevant o prorroga d'un projecte autoritzat

Documentacié annexa

Adjunteu els seglients documents:
( DMembnadelpfqede obligatori | Adjunta |(Supnmen)| Mostia
Els quatre Descarrega
documents (un ] Memories deis procediments obligatori ( Adjunta ) Supnmen) Mostra
. . Descarrega
no obligatori) que
. Informe del comité étic d'experimentacio animal del centre obligatori | Adjunta | Supnmen)| Mostra
s’han d’adjuntar o - ‘ ‘
per a que el - : :
E] Resum no técnic. Obligatori en el tipus Il i lll. El document ha de ser en versid opcional | Adjunta |(Supnmeix)( Mostra
Comite d’etica castellana obligatoriament, si s'afegeix la versio catalana, sha d'incloure en el D 02
P mateix document
autoritzi la
investigacio.
8 [:]Copia de [informe davaluaci6 de lorgan habilitat diferent a la Comissid opcional | Adjunta |(Suprimeix)| Mostra
d’Expenmentacié Animal, o en el cas que no es disposi, copia de la sol-licitud de
l'nforme

B Feu cic a "Descarrega” per obrir el formulari especific, ompliu-lo, guardeu-lo al vostre ordenador, feu clic a "Adjunta” i
seleccioneu el formulan especific emplenat que heu guardat préviament.

La mida maxima del fitxer de sol-licitud incloent-hi els adjunts és de 5MB




A. 1) Memoria del projecte:

-En aquest document es troben les dades de I'investigador responsable del
projecte i del personal que hi participara. També es presenten les dades
generals del projecte com el titol i la hipotesi. Seguit es presenten els objectius
gue es volen aconseguir amb la investigacid i a més a més de |'objectiu,
s’explica perqué no és possible arribar als objectius esmentats anteriorment
sense la utilitzacié d’animals.

També en el document es troben les paraules claus que s’utilitzaran en la
investigacid i la finalitat d’aquesta.

Per finalitzar, en el document, es troba la justificacid, on es donen les raons per

I’estudi del problema i els possibles beneficis que pot tenir aquesta
investigaciod. [Annex 14]

A Generalitat de Catalunya
¥ Departament de Territori
i Sostenibilitat

Memoria descriptiva d'un projecte d'experimentacié amb animals

M0348

1. Dades de l'usuari (persona fisica o juridica que utilitza animals en procediments)

2. Dades d'identificaci6 de la persona responsable del projecte

3. Dades del personal que participa en el projecte

4. Dades generals del projecte

Titol del projecte

5. Objectius del projecte
Objectius del projecte

Justifiqueu per qué no és possible assolir aquests objectius sense utilitzar animals

Indigueu la cerca que heu realitzat indicant quan, quines fonts i les paraules claus utilitzades

Avantatges i beneficis cientifics que es deriven d'aquest projecte o valor docent, en cas d'assolir els objectius

6. Finalitat

“Esquema del document original per adjuntar: Memoria del projecte de la Generalitat

de Catalunya.”




A. 2) Memories dels procediments:

-Es el segon document per adjuntar en la sol-licitud. Aquest document ha
d’informar del procés que se seguira, els materials que s’utilitzaran i dels
animals d’experimentacié. Hi ha informacié que no es troba en I'altra memoria
com: les dades dels animals que s’utilitzaran i les condicions en les quals es
trobaran, el disseny i la metodologia, els criteris de punt final i la finalitzacié de

la investigacio.
En general aquest document es centra més en com es portara a terme la
investigacid i tot lo relacionat amb els animals que formaran part d’aquesta.

[Annex 15]

MY Generalitat de Catalunya
XY Departament de Territori
i Sostenibilitat

Memoriadescriptivad’un procedimentd’experimentacié amb animals

1. Dades d’identificacié del projecte

4. Finalitat/s del procediment

5. Dades dels animals que s’utilitzaran (espécie i nombre)

7. Disseny i metodologia

8. Anestésia i analgésia

10. Condicions d’allotjament, zootécniques i cura dels animals

11. Protocol de supervisio del patiment, el dolor o angoixa que puguin
experimentar els animals

12. Criteris de punt final

13. Finalitzaci6 del procediment

14. Grau de severitat del procediment

“Esquema resumit del document original per adjuntar: <Memoria descriptiva d’un
procediment d’experimentacio amb animal> de la Generalitat de Catalunya”



=>» Criteris de Punt Final:

-Reconeixer que un animal de laboratori esta patint dolor és molt important per al

compliment de les Tres R’s.
Pero saber identificar que un animal esta patint dolor no és tan facil com sembla.
El Dr. Jeffrey Mogil va demostrar que els canvis en I'expressio facial sén un metode
eficac i rapid per detectar que un rosegador
pateix dolor.

Actualment, en les investigacions amb animals

No dolor Dolor moderat Dolor intens

d’experimentacio existeixen unes taules (per a
rosegadors) anomenades: Escales de Grimace
(mouse Grimace scale).

Aquestes escales estan basades en canvis d’unes
determinades accions facials que determinen si

I’animal pateix dolor o no. Per a que el ratoli
presenti dolor:

1. Elratoli ha de mostrar un estrenyiment en
els ulls (els musculs es contrauen), o les 2.Bonyenel nas

A=

3.Bony enles galtes

parpelles tancades. Qualsevol tancament

d’ull que redueixi la mida dels ulls més de la

meitat es considera com a “2” (Dolor intens)
2. Elratoli ha de tenir un protuberancia al

damunt del nas i hi haura una contraccio
dels musculs i la pell.

3. El muscul de la galta del ratoli s’ha de ! (‘\d
contraure’s i hi apareix una protuberancia. : - é
4. Les orelles del ratoli s’"han de moure de la g ¥
seva posicid inicial col-locant-se contra el

cap. Les orelles tendeixen a girar cap a fora i
enrere (lluny de la cara).

5. S’ha de presentar un canvi de posicié dels
bigotis en comparacié de la posicié natural.

Normalment canvien posant-se
en direcci6 contraria a la galta. 5.Canvien la posicio dels bigotis

# El criteri de punt final és un indicador necessari en un experiment amb animals.

Indica quan un animal esta patint un nivell de dolor intens. Independentment de
I'objectiu de I'experiment, es busca una solucid per evitar aquest dolor com retirar
de I'estudi a I'animal o, com a ultim cas, sacrificar-lo humanitariament (sense
dolor). El seu objectiu és limitar el patiment dels animals al que és estrictament
necessari, per aixi fer un Us etic, moral i adequat dels animals d’experimentacié.



A. 3) Informe del comité étic d’experimentacié animal del centre:

Es un document del comite étic del centre on es portara a terme la investigacio,
en aquest cas: El Comité Etic de la UAB.

En aquest document s’explica per sobre com sera la investigacid, la finalitat i
objectius d’aquesta i emfatitza especialment en que s’expliqui per que és
necessaria la utilitzacié d’animals d’experimentacio en la investigacid, en
quines condicions es trobaran els animals, quant patiran i com s’evitara el
patiment.

Aquest document en general informa de com seran les condicions en les que es
trobaran els animals i que es fara un Us étics dels mateixos.

1.Titol:

2. Procediment d’experimentacié animal

5. Justificar la no existéncia de metodes alternatius

7. Suposits que d’acord amb el que estableix I'article de la Llei 5/1995,
obliguen a tenir autoritzacié expressa de la Comissioé d’Experimentacio

Animal de la Generalitat (CEA)

8. Objectius del procediment d’experimentaci6

18. Idoneitat de les especies seleccionades.
Reutilitzacié d’animals

19. Grau severitat

21. Supervisié animal. Evitacié de patiments innecessaris.

“Esquema resumit per proteccié de dades del tercer document: Informe
del comité éetic d’experimentacio animal del centre.”




A. 4) Resum no técnic: document que resumeix la investigacié sense tecnicismes.

Titol del projecte

Durada del projecte

Paraules claus (max. 5)

Finalitat prioritaria o més rellevant del
projecte

[ Recerca fonamental.
[J Recerca translacional o aplicada.

[ El desenvolupament i la fabricacié de productes farmacéutics, aliments, pinsos i altres
substancies o productes, aixi com la realitzacié de proves per comprovar-ne la qualitat,
l'eficacia i la seguretat.

[0 La proteccié del medi natural en interés de la salut o el benestar dels éssers humans o
els animals.

[ La recerca adrecada a la conservacié6 de les espécies.

[J L’ensenyament superior o la formacié per a I’adquisicié o millora de les aptituds
professionals.

[J La medicina legal i forense.

[J El manteniment d’una coldénia d’animals genéticament alterats (d’acord amb l’art. 3.1f
del RD 53/2013),no0 utilitzats en altres procediments.

Descripci6 dels objectius del projecte (p. ex.
aclariments de questions cientifiques o
resolucié de necessitats cliniques)

Quins s6n els beneficis potencials que es
podrien derivar d’aquest projecte? (avencos
cientifics prevists o de quina manera les
persones/animals es podrien beneficiar del
projecte)

Quines espécies i nombre d'animals esta
previst utilitzar?

Tenint en compte el disseny experimental,
quins perjudicis es preveuen, quin grau de
severitat és més probable i quin sera el desti
dels animals?

Aplicacio de les tres erres (3R)

1.Reemplacament : Expliqueu per queé és
necessari utilitzar animals i per queé no es
poden utilitzar métodes alternatius

2.Reducci6: Expliqueu de quina manera
s’assegura que s'utilitzen el minim nombre
d'animals possibles sense comprometre els
objectius del projecte

3.Refinament: Tenint en compte els objectius
cientifics del projecte, expliqueu l'eleccié de les
espécies i per qué el model o models animals sén
els més adients. Expliqueu les mesures generals
que esta previst aplicar per minimitzar
I'afectaci6 del benestar dels animals.

“Versio original per omplir del document : Resum no técnic”



Practica:

Gracies al Programa Argé de la UAB vaig tenir I'oportunitat de tenir 'assessorament de
veterinaris experts en el tema del meu Treball de Recerca i a més a més, per a la meva
part practica vaig poder assistir a la primera fase d’una investigacio real que té com a
objectiu la recerca d’una vacuna de DNA que serveixi com a una possible cura per al
cancer de prostata.

Primerament, vaig haver de informar-me de que és el cancer, dels diferents tipus que
existeixen i després vaig haver de concretar amb el cancer de prostata, els diferents
tractaments i I'actual tractament amb el qual s’esta investigant, la Vacuna de DNA.
Aixi pretenia poder entendre realment el motiu de I'inici d’aquesta investigacio
biomedica.

La investigacio té com a objectiu trobar una vacuna de DNA amb la seqliencia de
nucleotids adequats per a que quan el DNA de la vacuna s’implanti (amb I'ajuda de
I’electroporacid) al DNA del nucli d’'una cel-lula normal, aquest DNA implantat informi
per a que les cél-lules del sistema immune huma ataquin al cancer prostatic. Quan
aquesta cél-lula sintetitzi proteines, durant el procés de traduccid, es traduiran els
triplets de nucleotids ja presents anteriorment i també es traduira la nova seqliéncia
implantada de DNA de la vacuna. Aquest DNA conté la informacio necessaria per a
guan la informacid genética sigui traduida, aquesta cél-lula modificada sintetitzi una
proteina que activi un petit grup de cél-lules del sistema immunologic amb la funcid
d’atacar el tumor i evitar el creixement d’aquest.

Perd per veure si realment funciona aquest tractament s’ha de provar la seva eficacia i
gracies a la nostra legislatura actual, abans de provar qualsevol medicament amb
humans, primer s’ha de provar amb animals i assegurar la seva efectivitat.

Es aqui on entra en joc el paper tan important que tenen els animals d’experimentacié
en les investigacions biomédiques.

Per tant, en aquesta investigacid s’esta provant |’eficacia d’aquesta vacuna de DNA
amb animals d’experimentacid, més concretament ratolins.

L’experimentacio animal d’aquest estudi s’ha portat i es porta a terme en I'estabulari
de la UAB (encara no ha acabat I'estudi), on també es porten a terme altres recerques
d’empreses i d’'investigadors de la universitat.

Perd abans de comencar la investigacio s’ha de passar el procés d’afirmacio per part
del Comite d’etica.



->Documents - Comite d’etica:

- Gracies a I'accés a documents de la universitat, ha sigut possible fer una petita
representacio dels documents reals que s’han presentat al comité d’etica de la
UAB i de la generalitat de Catalunya per realitzar aquesta investigacio.

- Per mantenir la privacitat de noms i dades personals nomes s’han resumit en
els dos punts més importants els documents: Memories del procediment i
Informe del comite étic d’experimentacié animal del centre.

19. Objectius del procediment d'experimentacié

Descriure els principals objectius que es pretenen assolir amb la realitzacié d'aquest procediment
d'experimentacié

El objetivo principal es estudiar la regresion tumoral mediante una vacuna de ADN plasmidico en el tratamiento del
cancer de prostata en raton.

Para ello, y como primer objetivo (respuesta inmunogénica) debemos establecer las eficacias inmunogénicas de
distintos plasmidos vacunales administrados en el ratén mediante la técnica de la electroporacion. Los plasmidos
estan disefados y producidos por el grupo investigador que lidera este estudio, por lo que disponemos de
resultados previos in vitro/in vivo.

En el segundo objetivo (ensayo de regresion tumoral) y sélo con los plasmidos que hayan inducido mejor
respuesta inmunolodgica, pretendemos determinar su eficacia/capacidad en la regresion del tumor en animales
previamente xenotrasplantados con células tumorales de tejido prostatico de raton trasngénico, procedentes de la
ATCC (TRAMP-C1, ATCC® CRL-2730(TM)).

Para la ejecucion del presente estudio, se tiene en consideracién toda la informacién previamente publicada y
relacionada con el tipo de vacuna (ADN), con la técnica de administracion de los plasmidos (electroporacion), y
con la linea celular a inocular.

20. Idoneitat de les espécies seleccionades. Reutilitzacié d'animals.

Espécie Ratoli
Soca C57BL/6
Num. animals 132
Frequéncia (hombre de vegades que es preveu |3

[realitzar aquest procediment en un any):

“Primer i segon document: Memories del procediment i Informe del comite étic
d’experimentacidé animal del centre.”



“Tercer document:_Informe del comite étic d’experimentacio

animal del centre.”

1. Titol

Evaluacién comparativa de la eficacia de diferentes plasmidos vacunales en la regresién tumcral en un modelo

murino.

2. Procediment d'experimentacié animal

ou nvestigacio
enovacié de CEEAH num. océncia
ificacié de CEEAH num.

5. Justificar la no existéncia de metodes alternatius

produccion de anticuerpos sistémicos.

inmunoterapéutico

Valorar 1a eficacia protectora de una vacuna implica evaluar [a respuesta del organismo vivo en cuanto a la

La obtencion de datos preclinicos referidos a la i) seguridad y tolerabilidad entre los animales vacunados, ii) la
huellaimpacto de la vacunacion en la transmision del patdégeno, asi como i) la optimizacion de la dosis y su
formulacion, permiten dirigir mas adecuadamente la traslacion hacia la clinica humana y veterinaria.

Se establecen interacciones complejas entre éste y otros sistemas (por ejemplo, el nervioso), permitiendo generar
[a respuesta en ¢l animal, que a dia de hoy, no pueden ser reproducidas/estudiadas por métodos "altemativos™.

Para |a realizacion de estos estudios se considerara toda la informacion obtenida en estudios publicados en
PubMed, asi como los resultados previos obtenidos por el grupo de investigacidn que desarrolla este producto

7. Suposits que d'acord amb el que estableix |'article 17.2 de la Llei 5/1995, obliguen a tenir
autoritzacio expressa de la Comissio d'Experimentacio Animal de la Generalitat (CEA)

[Bupdsit |

Si

No |

JUtilitzacié danimals que no provinguin de cenires de cria o subministradors d animais
experimentacid, degudament registrats (Llei 5/1995 | Real Decreto 1201/2005)

a

g

roveidor dels animals

rve: destabulan

tilitzacio d'animals salvatges capturats en la natura, d'animals protegits o d'espéecies en
perill dextincio

Execucio total o parcial del procediment fora dels centres registrats

Alliberament dels animals durant el procediment d'experimentacio

o utilitzacio d'anestésia, analgesic o altres métodes destinats a eliminar al maxim el dolor,
sofriment o I'angoixa per ser incompatibles amb els resultats perseguits pel procediment
estar-hi contraindicats

finalitzar un procediment que utiitza animais capturats en la natura, es preveu
‘alliberament dels animals al medi originan

s preveu que en el procediment proposat l'animal pot patir un dolor greu i perilongat

$ preveu la utilitzacio d'animals préviament sotmesos a un altre procediment
experimentaciéd

T 11T




Resumen no técnico

Titulo del proyecto

Evaluacién comparativa de la eficacia de diferentes plasmidos
vacunales en la regresion tumoral en un modelo murino.

Duracion del proyecto

2 anos

Palabras clave (max. 5)

Vacuna, plasmido, tumor

Finalidad del proyecto (Articulo 5)

Investigaciéon basica

Investigacién traslacional o aplicada

Desarrollo y fabricacion de prod. farmacéuticos,
alimentos, piensos y otras sustancias o productos, asi
como la realizacion de pruebas para comprobar su
calidad, eficacia y seguridad

Proteccion del medio natural en interés de la salud o el
bienestar de los seres humanos o los animales

Investigacién dirigida a la conservacion de las especies

Ensenanza superior o formacién para la adquisicién o
mejora de las aptitudes profesionales

Medicina legal y forense

Mantenimiento de colonias o animales genéticamente
modificados, no utilizados en otros procedimientos

Descripcién de los objetivos
(ej.: aclaracion de cuestiones cientificas o
resolucion de necesidades clinicas)

Valorar la eficacia protectora de una vacuna de ADN en el tratamiento
del cancer de préstata en un modelo de ratén.

¢Cuales son los beneficios potenciales que se
esperan de este proyecto? (avances
cientificos previstos o manera en que las
personas/animales se pueden beneficiar del
proyecto)

Ampliar nuestro conocimiento sobre la inmunoterapia como estrategia
en el tratamiento contra el cancer.

¢Qué especies y n°

utilizar?

n aprox. S€ espera

Ratén, 132 animales

Teniendo en cuenta lo que se va a hacer con
los animales, ¢qué efectos adversos se
esperan, qué grado de severidad es mas
probable y cual sera el destino de los
animales?

El animal podria manifestar estrés/malestar/dolor como consecuencia
de la administracion intramuscular del tratamiento. No obstante, se
minimizara esta situacion puesto que la administracion intramuscular
se hara con el animal anestesiado.

Consideramos que el grado de severidad de este estudio es “severo”.,
por la induccion del tumor en el animal, que seran eutanasiados al
finalizar el estudio.

Application de las 3R

1. Reemplazo
Explique por qué se necesita el uso de
animales y porqué no se pueden utilizar
métodos alternativos

Valorar la eficacia protectora de una vacuna implica evaluar la
respuesta del organismo vivo en cuanto a la produccién de anticuerpo.
Por lo tanto, la obtencion de datos en estudios en animales van a
permitir dirigir los resultados al problema clinico humano.

2. Reduccion
Explique como se asegura la utilizacion de
un n°® minimo de animales.

Basandonos en nuestra experiencia y los buenos resultados obtenidos
en estudios anteriores, el nimero de animales requerido es el
necesario para alcanzar los objetivos.

3. Refinamiento

Explique en funcién de qué se ha elegido el
tipo de especies y porqué el modelo o
modelos utilizado son los mas adecuados en
cuanto al Refinamiento, teniendo en cuenta
los objetivos cientificos. Explique también
las medidas legales que se van a tomar para
minimizar los danos al bienestar de los
animales.

Disponemos de mucha informacién sobre la fisiologia de esta especie,
ademas, de ser una animal facil de manipular.

Los animales seran sometidos a una supervision exhaustiva: cada 15
minutos durante las primeras 2 horas después de la administracién de
la vacuna, para continuar con 1 vez al dia a lo largo de la primera
semana, y después 1 vez cada semana hasta la eutanasia (finalizacion
del estudio).

Los criterios de supervisién permitiran detectar alteraciones
significativas que justificaran la aplicacion de pautas de punto final y
la eutanasia humanitaria de los animales.

“Quart document:

Resum no tecnic (Versio original).”




—>L’entrada a I’estabulari:

Com ja s’ha esmentat anteriorment, en un estabulari es té molta cura amb la

higiene i se segueix un protocol molt estricte per evitar possibles contagis als

investigadors i animals.

Vaig poder entrar a I’estabulari de la UAB i fer el seguiment de la primera etapa de

la investigacio i per conseqiiencia vaig coneixer i portar a terme el protocol de

seguretat seglient:

1) Abans d’entrar a la zona de I'estabulari on es fan les experimentacions s’ha

d’anar a fer un petit curset d’'unes hores on s’explica com sén les instal-lacions

per dintre, les diferents sales de I’estabulari, per a que serveixen i les normes

que s’han de complir.

-En el cas d’aquest estabulari, es divideix practicament en tres zones:

e Lazona bruta: la zona que esta més en contacte amb els microorganismes

de I'exterior, on es troba la porta principal i els despatxos.

e Els vestidors: on els investigadors es canvien la roba, deixen les seves

propietats i es renten.

e Lazona Biologica 1/2: que és on es troben tots els laboratoris, els

rosegadors i tota la maquinaria i objectes necessaris. En la zona 1 (on es
porta a terme la investigacid d’aquest treball) no hi ha tantes normes de

precaucié i vestimenta, per contra, a la 2 les normes sén molt més estrictes,

ja que hi ha més perill de “contaminacié”.

2) Despreés d’assistir al curs, se signen uns documents on I'implicat es compromet a

seguir el protocol de seguretat i totes les normes vigents.

Una premissa interessant de les normes és que si s’esta en contacte amb

rosegadors que no siguin de I'estabulari, no es pot entrar a I'estabulari fins

passades 72 hores per precaucio.

3) Abans d’entrar als vestidors, en la zona bruta, qui vol entrar a la zona biologica

s’ha de registrar en un paper on s’ha de posar el nom, I’hora d’entrada, el nom

del grup d’investigacié. Al sortir del vestidor per marxar de I'estabulari, s’"ha de

repetir el procediment.

Data

Hora entrada | Nom i Cognom | Grup Investigacido | Signa

Hora sortida

Signa

12-12-17

8:30H UAB
see E)

13:45H

i

“Representacid de la fitxa de registre”



4)

En el vestidor: Un cop s’entra al vestidor s’ha de deixar qualsevol objecte que

hagi estat a I'exterior que no sigui roba, per exemple: el mobil, motxilles, etc..
*Si es vol entrar qualsevol objecte de I’exterior ha de passar per un procés de
desintoxicacié en una camera amb productes quimics.

-Una vegada només es té la roba posada, s’ha de posar la vestimenta seglient:
*Si es té el cabell llarg s’ha de recollir.

Gorro

Mascara Facial

Primera bata de roba

Segona bata de paper

2 parells de guants

2 parells de pelics

=>» En el vestidor es posa el gorro, la mascara facial, la bata de roba, un parell de
guants i un parell de pelics(els pelics en els peus no poden tocar el terra del
vestuari, han de tocar directament el terra de la zona biologica).
Seguidament, abans d’entrar a la sala on es troben els animals i
s’experimenta, s’ha de posar la segona bata de paper i el segon parell de
pelics (aquests només poden tocar el terra del la sala d’experimentacio).
Una vegada dintre només s’ha de posar el segon parell de guants.



5) L'equip de I'estabulari (sala d’experimentacid):

-Ja dins de la sala d’experimentacié s’ha de desinfectar els guants i tots els 7 .
materials que s’utilitzin amb el CR-36 (bactericida-fungicida).

Aquesta sala compte amb la maquinaria seglient:

e Racks Ventilats: Es una maquina que ventila totes les gabies del ratolins i

manté estable el flux i la humitat d’aire. Aquesta maquina és com un

filtre, agafa aire de I'exterior i el neteja de microorganismes i d’algunes
particules per a que els ratolins no respirin aire que els pugui perjudicar.

e |VC (Individual ventilated cage): S6n unes gabies amb ventilacié individual que
s'utilitzen per mantenir un animal o un determinat grup separat d'altres
animals o grups. Aquestes gabies tenen als animals aillats a I’exposicio d’aire
“brut” gracies a la connexié amb I'aire que filtra el Rack Ventilat i per que les

gabies tenen una entrada d’aire amb filtrador que també neteja I'aire que
entra.




® Cabina de flux laminar: Es una campana de flux laminar, és a dir, és una
campana que utilitza un ventilador per a forgar el pas de I'aire de I'exterior
traves d’un filtre i gracies al filtre es proporciona aire net i una zona per a
treballar amb els animals de I'experiment lliure de particules de fins 0,1

micres. Entrada d’aire brut que

Sortida d’aire que s’ha > és netejat per el filtre.

contaminat per estar en<—
contacte amb I’exterior.

Filtre /

VAV

~_ Zonade
treball neta




Indicador de la
pressio de I’ O,.

Caixa que esta connectada a
la maquina d’anestésia a partir
d’uns tubs on passa I'aire amb
vapor d’anestésia i arriba a la
caixa. Els ratolins sén tancats
en la caixa, inhalen I'anestésia

i s’adormen.

e Maquina d’anestésia:

Es un equip compost per diferents elements.

La maquina d’anestésia en aquesta investigacié
té com a finalitat I’administracié per via
pulmonar d’ O, (procedent d’'una bombona
connectada a I'’equip) més un vapor inhalador
anestesiant (isoflurane).

Recipient on es barreja 'O, i
el Isoflurane liquid que es
torna vapor per la pressio en
la que és sotmes.




e Flectroporador:

L’electroporador és una maquina que té com a objectiu provocar 'obertura
del porus cel-lulars que es troben en les membranes plasmatiques de les
cél-lules. L'electroporador ho porta a terme mitjancant un camp eléctric
(zona de I'espai en la que hi ha forga eléctrica) que s’aplica externament a

través de dues agulles.

Doble agulla que
s’introdueix ala zona del
cos del ratoli on es vol que
els porus cel-lulars es
dilatin.

La agulla és reutilitzables,
és pot utilitzar més de 10
vegades.




» Metode experimental basat en la

investigacio:

-A més a més de poder veure les instal-lacions de I'estabulari per dintre, també

vaig tenir la oportunitat de veure el desenvolupament de la investigacio, la

metodologia que utilitzaven i com els investigadors manipulaven als ratolins i

seguidament, comprovar si realment se segueixen les lleis imposades que

protegeixen als animals d’experimentacio i si es té Us étic dels animals.

-Per explicar tot el
procediment de
I’experiment, el treball
seguira |'estructura del
metode experimental.

IDENTIFICACIO)

DEL
PROBLEMA

FORMULACIO
D'HIPOTESIS

ESTABLIMENT
DELLEIS |

DISENY
D'EXPERIMENTS

HIPOTESIS
COMPROVADESH

1. com ja s’ha esmentat anteriorment en el treball, el problema que va fer iniciar

aquesta investigacio va ser que en la actualitat el cancer de prostata és un dels

cancers en homes més comuns a escala mundial i encara no té una cura totalment
eficag. Pero el recent desenvolupament de la vacuna de DNA va fer preguntar-se:

Pot ser la vacuna de DNA una possible cura per el cancer de prostata?

2. Un cop establert quin és el problema del qual es vol trobar una solucié es va

formular una possible hipotesi, és a dir, una possible resposta per al problema;

que és la seglient: Potser alguna vacuna amb una seqiiencia determinada de DNA
pot evitar o disminuir el creixement del tumor i combatre el cancer de prostata.

3. Per saber cap a quina direccio dirigir la investigacid es va fer una deduccié dels

possibles resultats:

Si alguna vacuna amb una determinada seqiiéncia de DNA evita el creixement
d’un tumor prostatic, llavors si provem diferents seqiiéncies de DNA amb ratolins

d’experimentacio trobarem la seqliéncia més adequada.



4.Experimentacio:

-Com es volia provar diferents vacunes amb diferents seqliencies de DNA i aquestes
vacunes son un possible tractament per al cancer de prostata huma, com dicta la
Declaracié de Helsinki explicada anteriorment, abans de provar qualsevol medicament
amb persones, primer s’ha de fer amb animals d’experimentacio.

Aguesta investigacio esta dividida en dues parts i actualment només s’ha portat a
terme la primera.

-La primera part ha consistit en provar diferents vacunes de DNA amb ratolins als quals
se’ls hi va injectar subcutaniament cel-lules prostatiques cancerigenes de ratoli a la
part dreta del tronc.

-La segona part consistira en injectar-li a un grup de ratolins les vacunes amb millors
respostes. Pero aquests ratolins tindran cél-lules prostatiques cancerigenes d’humans,
per aixi poder veure com reaccionen les seqiiéncies de DNA amb cél-lules humanes.

-Com només s’ha portat a terme la primera part de la investigacid, només aquesta sera
explicada en aquest treball.

- La primera part de I'experiment/estudi va consistir en:

Per fer les proves es van escollir ratolins mascle de tipus C57BL/6.

Els ratolins en aquesta investigacié nomes van ser models animals ja que no tenien cap
cél-lula humana.

Aquest tipus de ratoli de color negre és el més freqlient en experimentacions i son els
més utilitzats en modificacions genétiques per utilitzar-los com a models de malalties
humanes.

*Només es van utilitzar ratolins mascles en I'experimentacié ja que només el sexe
maculi té prostata i per tant, només els mascles poden presentar cancer de prostata.

“Ratoli de tipus: C57BL/6”



=>» En la primera part de la investigacid, primerament es van utilitzar en total 64

ratolins mascles. Aquests estaven organitzats de la manera seglent:

Investigador

Les gabies s’ordenaven de manera alfabética de la “A” fins a la “P”, setze

gabies i quatre ratolins per gabia.

A-4 |E-4 |I-4 M -4
- F-4 [1-4 -4
c-4 |G-4 |K-4 |0-4
D-4 |H-4 |[L-4 |pP-4

Esquema de la
distribucié de
les gabies.

Per poder identificar als ratolins adequadament a I’'hora de treballar amb ells,

se’ls hi va fer uns determinats forats en les orelles, els qual no es repetia en la

seva distribucié entre els quatre ratolins per no haver-hi cap confusié.

Per enrecordar-se de quin ratoli tenia cada forat, en cada gabia hi havia unes

etiquetes on s’especificava la informacio basica dels ratolins, el grup

d’investigacid i la distribucio dels forats amb uns triangles que simulen les

orelles dels ratolins (A).

animals
NRSE Data de naixement

13.0%¢ 1>

AR ey

N\ 4

animals

sexe Mascle

Investigador NRSE

Data de naixement

3.00° 45
13 4 3

bservacions:

D

Identificacié

“Etiquetes d’identificacio de les gabies i ratolins.”

ient



=>» En aquesta investigacio la variable controlada (variable que modifiquen els
investigadors durant I’experiment) va ser les diferents vacunes amb la seva
respectiva seqiiéncia de DNA.

=>» Per conseqliéncia, la variable dependent (variable que s’observa durant
I’experiment) va ser disminucioé dels tumors prostatics dels ratolins.

=>» Pero durant la investigacio també es van tenir en compte altres tipus de
variables que poden afectar als resultats finals de I'estudi; les variables
controlades.
Era molt important la qualitat de I’aire (la humitat i la temperatura) per a
que els ratolins no s’infectessin amb cap microorganisme de |’exterior i
alteressin els resultats finals.
Altre variable molt important era I'alimentacié. El menjar dels ratolins era
un pinso comprimit passat per una olla de pressié per eliminar qualsevol
microorganisme perjudicial per als animals, tenia tots els nutrients
necessaris i tenia una forma especial per a que el ratolins haguessin de
rossegar el pinso (fet que fan els ratolins per instint). L’aigua també era
especial, era tractada abans per a que no tingues cap tipus de particula.
—També tenien en compte I'enriquiment ambiental, Se’ls hi posaven rotllos
petits de paper en funcid de nius per a que els ratolins se sentissin més
comodes i no s’estressessin, ja que I'estrés també pot afectar la salut dels
ratolins i per tant els resultats de la investigacio.

“Pinso dels ratolins.” “Enriqguiment Ambiental.”



5. Disseny de I'experiment:

- Una vegada es va tenir als ratolins identificats i en les condicions adequades el

seglient pas va ser injectar als ratolins cél-lules prostatiques cancerigenes de ratoli
de manera subcutania per aixi poder seguir amb més facilitat els canvis dels
tumors.

Aquest procés va comencar 10 dies abans de que s’apliqués la vacuna de DNA per a
gue el cancer es desenvolupés. Per tant, quan van aplicar les cél-lules cancerigenes
sera el dia -10.

El procés d’injectar les vacunes de DNA i avaluar als ratolins va durar 53 dies.

Vaig poder veure com va tenir lloc aquest procés, que va ser de la seglient manera:

- DIA 0:Vaser el primer dia, en el qual se’ls hi va injectar la vacuna de
DNA als ratolins. Els animals ja tenien les cél-lules cancerigenes g—l'

i s
.

injectades.
Primerament s’agafaven les gabies en I'ordre en que es trobaven i se’ls

—
[

hi feia als ratolins un reconeixement fisic. Se’ls pesava per veure si
tenien alguna patologia i aixi saber si menjaven bé o si potser es
trobaven malament, se’ls hi miraven les punxades que se’ls hi havien fet
per injectar les cél-lules tumorals per si presentaven alguna ulcera.

mm
= e

A continuacid, se’ls anestesiava per poder mesurar el tumor amb més
facilitat. Els tumor dels ratolins es mesuraven amb un Peu de Rei i es :
mesurava la longitud (algada) i el transvers (amplitud) dels tumors. L
Al anestesiar-los se’ls hi posaven llagrimes artificials als ulls per a que no els hi

sortissin ulceres.

“Aplicacio de les llagrimes artificials.”

“Anestesia dels ratolins.”



- Una vegada mesurat el tumor, se’ls hi mantenia adormits per a depilar-los la

zona de la pota on s’introduiria la vacuna de DNA.

- D

“Depilacio dels ratolins amb crema depilatoria per a
persones, ja que era el metode menys indolor i efectiu.”

“Zona depilada on s’injectara la vacuna de DNA.”



Despres de la depilacid, seguia el procés d’injeccio de les vacunes de DNA als
ratolins.

A cada grup de quatre ratolins (per gabia) li pertanyia un sequiéncia diferent de
DNA en la vacuna. La vacuna de DNA era injectada en el mateix lloc per a tots
els ratolins, a la pota dreta, en un muscul proper a la tibia.

Els investigadors seguien mantenint adormits als ratolins per a que no
sentissin la punxada de la injeccid i per a que no s’estressessin.

il
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“Injeccié de la vacuna de DNA.”



Per ultim, es portava a terme I’electroporacié de les cél-lules dels ratolins
properes a la zona on s’havia injectat la vacuna de DNA, per a que aquesta
substancia tingués més facilitat per entrar a alguna cel-lula electroporada del
ratoli a partir dels poros oberts de la membrana cel-lular.

“Electroporacié d’un ratoli.”

S’extreia del ratoli la mascara que el mantenia adormit i el deixaven en la seva
gabia per a que es despertés i es recuperés de I'anestésia.

Aqui acabaria el procés d’observacié i d’injeccié de la vacuna de DNA als
ratolins.

Aquest procés es va repetir el 10i 20 de la investigacio. Per tant, als ratolins
se’ls hi van injectar 3 vegades la seva corresponent vacuna de DNA perque
altres estudis que s’havien realitzat sobre la vacuna de DNA anteriorment
informaven que els resultats eren més efectius si s’injectava la vacuna tres
vegades.

Els dies cinc, vint-i-cinc, trenta dos, trenta vuit, quaranta sis i cinquanta tres
només es va fer una observacio fisica dels ratolins per veure si patien algun
dolor i mesuraven els tumors per fer un seguiment de I'evolucié d’aquests.

III

La resta dels dies els animals feien vida “normal” es les seves respectives

gabies a I’estabulari.



5.1.

5.2.

Control:

El control és una part important dels experiments en les quals un
determinat nombre d’animals que formen part de la investigacid
tenen les mateixes variables controlades durant la investigacid pero
no tenen la variable independent.

Fer un control serveix per a que a I’hora d’arribar a una conclusiéo amb
els resultats de I'experimentacid es pugui comparar els resultats de la
part de I'experimentacié amb control i els resultats sense control i
determinar si realment les hipotesis es compleixen o no.

Aquesta investigacié contava amb dos controls:

-El control Negatiu: quatre ratolins de la investigacid sense cel-lules
cancerigenes prostatiques de ratoli. Per demostrar que els ratolins no
presenten cap alteracid des dels comengament.

-El control Positiu: quatre ratolins de la investigacié amb cel-lules
cancerigenes prostatiques pero sense la injeccio de la vacuna de DNA.
Per veure com es I'evolucid del cancer de prostata sense la variable
independent (les vacunes de DNA) i veure si la variable independent
realment és efectiva.

Per tant, vuit ratolins dels seixanta quatre formaven part del control
de I'experimentacio.

Replica:

Es la repeticié idéntica de I'experimentacié amb les mateixes
variables independents, dependents, controlades i controls.

La réplica serveix per a comprovar que els resultats dels dos estudis
son relativament semblants i per tant, demostrar que no han sigut
altres factors els que han afectat als resultats de I’estudi.

-En el cas d’aquesta investigacié s’ha fet un réplica de la primera part
de la investigacid. L'any passat es va fer el primer estudi amb 64
ratolins i aquest any s’ha fet la réplica amb 64 ratolins.

L’experiment, amb la seva respectiva réplica, va comptar amb 128
ratolins més 4 que tenien de reserva, per tant, 132 ratolins emprats.



6. Resultats de I’experimentacié:

Aquest grafic s’ha creat a partir de les mides dels tumors dels ratolins de la
investigacio real que la UAB em va proporcionar. Indica I’evolucid de la mitja
(basada en la allargada en mm) de les mides dels tumors prostatics dels
diferents grups de ratolins tenint en compte els dos controls.

Aquestes dades s’han obtingut a partir de fer la mitja per dia d‘observacié de
les mides en longitud del tumors per cada grup de 4 ratolins amb la seva
respectiva vacuna o control.

Com s’ha esmentat abans el dia -10 és quan se’ls injecta als ratolins les
cél-lules cancerigenes.

Durant els dies 01i 5 es pot observar que tots els valors al principi augmenten
rapidament pero al dia 10 han disminuit. Aquest fet és degut a que el que es
mesurava els primers dies no era el tumor ja desenvolupat, siné que era la
inflamacié de la pell dels ratolins per la injeccié de les cél-lules cancerigenes.
Els dies 381 53 en el grup de Control Positiu es determina Criteri de Punt Final
a dos ratolins, per tant, son eliminats de I'estudi i la mitja de les mides dels
tumors augmenta.

El dia 46 a la vacuna 3 es determina també Criteri de Punt Final i augmenta la
mitja de la mida dels tumors, quedant la segona més alta.

En el grafic es pot veure que les vacunes amb |la mitja de mides tumorals més
baixasénla2ila4.

Mitges-Mides tumors: Longitud
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Dia-10 | DiaO0 Dia 5 Dial0 | Dia20 | Dia25 | Dia32 | Dia38 | Diad46 | Dia53
Control Negatiu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
= Control Positiu 0 3,25 3,25 4,125 6,25 9,25 11,125 | 15,33 18,33 20
=—\/acuna 1 0 5 4,375 4,125 5,375 6,5 8,25 9,5 12,5 15
= \/acuna 2 0 3 5,625 3,75 5,375 8,375 10 11,5 13,625 | 14,75
=—\/acuna 3 0 1,5 3 1,125 4 8,125 9,625 | 10,625 | 14,33 16,16
=——\/acuna 4 0 1,975 2,5 0 1,875 6,75 9 10,375 12,5 14,75




Mides-Transvers (mm)

Mitges-Mides tumors: Transvers
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Dia-10 | DiaO Dia 5 Dial0 | Dia20 | Dia25 | Dia32 | Dia38 | Dia46 | Dia53
Control Negatiu 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Control Positiu 0 1,85 2,5 2,375 3,125 5 5,875 10,5 13 14,5
=—\/acuna 1 0 2,625 2,875 2,5 2,375 4 4,625 5,75 7,75 10,25
e \/acuna 2 0 1,5 4 2,125 3 5 6,25 7,625 10,275 | 11,875
=—\/acuna 3 0 1 2 0,625 1,75 3,5 5,625 6,375 10,66 11,5
——\/acuna 4 0 1,75 2 0 1,5 4,75 6,75 7,25 9,875 | 12,875

Aguest grafic indica I’evolucié de la mitja(basada en el transvers en mm) de

les mides dels tumors dels diferents grups de ratolins tenint en compte els dos

controls.

Aquestes dades s’han obtingut fent la mitja per dia d’observacié de les mides
en transvers dels tumors per cada grup de 4 ratolins amb la seva respectiva

vacuna o control.

Com en l'anterior grafic es pot veure que el fet de la inflamacidé de la pell dels

ratolins també va afectar a I’hora de mesurar el transvers dels tumors. Es veu

un clar augment de les mitges en els dies 0 i 5 pero en el dia 10 les mitges

disminueixen.

Els Criteris de Punt Final sén els mateixos que els del anterior grafic ja que sén

les mesures dels mateixos ratolins, per tant, el control Positiu i la vacuna 3 el

valor dels seus resultats augmenten.

En aquest cas es pot veure una anomalia que en I’altre grafic no es presentava.
La vacuna 4 presenta un augment més drastic en la mitja de transvers

guedant la segona mitja més alta després del Control Positiu.

En aquest cas la vacuna amb la mitja tumoral més baixa ha sigut la vacuna 1.




Mitges Finals longitud/transvers tumors- Dia 53
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Control Negatiu | Control Positiu Vacuna 1 Vacuna 2 Vacuna 3 Vacuna 4

== Longituds-Tumors 20 15 14,75 16,16 14,75
=== Transvers-Tumors 14,5 10,25 11,875 11,5 12,875

Aguest grafic representa la mitja tumoral de I'Gltim dia d’estudi de cada grup.

*En color blau es troben les mitges de les mesures tumorals en longitud de I'tGltim dia
d’experimentacio de tots els grups de ratolins.

*En color vermell sén les mitges de les mesures tumorals en transvers de I'Gltim dia de
la investigacid de tots els grups de ratolins.

- En aquest grafic es veu més clarament que les mitges tumorals en longitud més
baixes sén les de las vacunes 2 i 4.

- En el cas del transvers es veu que la mitja més baixa és la de la vacuna 1.

- Per tant, no hi ha cap vacuna que tingui a la vegada les mitges tumorals en longitud i
transvers més baixes. Fet que complica I'eleccié de decidir quina vacuna podria ser la
més adequada.

-També es pot veure que en longitud i transvers la mitja més alta en els dos casos es
la del Control Positiu, per tant, és un signe de que les vacunes de DNA fan algun tipus
d’efecte a les cel-lules cancerigenes prostatiques.




e Eutanasia dels ratolins:

Després d’haver mesurat els tumors de tots els ratolins de la investigacié I'altim dia
d’investigacid aquests sén eutanasiats.

L’eutanasia és provocar-li la mort a un animal o persona perqueé aquesta té una
malaltia incurable o molt desenvolupada i aguesta malaltia fa patir un mal
innecessari que no es pot tractar i, per tant, es provoca la mort a I'afectat per a que
no segueixi patint.

En aquesta investigacio tots els ratolins amb cél-lules cancerigens van ser
eutanasiats, ja que no se’ls podria curar el cancer i si se’ls hagués deixat vius només
haguessin patit més dolor, el qual és incurable.

Per tant, és més éetic eutanasiar-los per a que els ratolins deixin de patir un dolor
innecessari. A més a més, se’ls hi extirpa el tumor per fer unes mesures en tres
dimensions més exactes.

“Ratoli del Control negatiu mort (no presenta cap tumor

exteriorment).”



“Ratoli eutanasiat del Control negatiu (no presenta cap
tumor en el seu interior).”

Tumor prostatic
subcutani.

-~

“Ratoli eutanasiat del Control Positiu (presenta un tumor
subcutani).”



Tumor prostatic
subcutani amb
els efectes de la
vacuna de DNA.

“Ratoli amb la vacuna 1 eutanasiat (presenta un tumor
subcutani).”

or prostatic de ratoli amb la vacuna 1 extirpat”



7.Conclusions de I’estudi:

Es I'ultima fase del métode experimental on s’analitzen i s’interpreten els resultats
obtinguts en I'experiment.

Amb les dades reals que m’han proporcionat els investigadors d’aquest estudi, he
arribat a la conclusié de que no sempre surten resultats positius i clars en les
investigacions, tot lo contrari perque sind es tindria la cura de moltes malalties que
encara no en tenen.

Moltes vegades els resultats dels estudis son confusos i fins i tot negatius, pero no vol
dir que d’aquesta manera no s’extregui cap tipus de nou coneixement ja que en el moén
de les investigacions, molts avencos importants s’han descobert gracies a prova i error.

En el cas d’aquest grafic s’"ha pogut observar clarament que les vacunes de DNA han
actuat d’alguna manera contra el tumor cancerigen perque totes les vacunes tenen les
mitges de les mides tumorals més baixes que les del Control Positiu i que es compleixi
aquest fet ja confirma la hipotesi de que:

Potser alguna vacuna amb una seqiiéncia determinada de DNA pot evitar o disminuir
el creixement del tumor i combatre el cancer de prostata.

Perd també crec que s’ha d’estudiar fins a quin punt val la pena o no aquest petit
percentatge de canvi entre les mides tumorals. Ja que potser el cost per a I'elaboracid
de la vacuna de DNA es massa alt per al poc percentatge de diferéncia que provoca
aquesta.

Un altre fet important que crec que s’ha de tenir en compte és que no sempre els
tractaments funcionen de la mateixa durant els diferents estadis d’una malaltia, és ha
dir, potser un determinat tractament és molt efica¢ durant les primeres fases de
I’evolucié d’'una malaltia perod quan aquesta ja esta desenvolupada, I’ eficacia del
tractament és molt baixa. Aquest fet passa especialment amb el cancer, els
tractaments varien molt segons en I'estadi de I'evolucié en el que es trobi aquest.



Per aquesta rad he arribat a la conclusié de que sembla que per el temps que es porta
amb la investigacié d’aquestes vacunes de DNA en aquest estudi, tenen més efectivitat
durant els primers 25 dies, ja que el creixement dels tumors durant els primers 25 dies
és bastant més lent i fins i tot hi han alguns pocs ratolins que no presenten tumor o és
molt petit fins passats els 25 dies.

Per contra, pero, després dels primers 25 dies, les mitges de les mides tumorals de tots
els ratolins en general augmenten més rapidament.

Pero si hagués d’escollir la vacuna de DNA que crec que ha sigut la més efectiva a
I’hora de reduir o alentir el desenvolupament de les cél-lules cancerigenes
prostatiques, amb I'estudi dels resultats i de les dades dels grafics creats per mi he
arribat a la conclusio de que la vacuna de DNA més efectiva seria la vacuna 1.

Per qué la vacuna 1? Doncs perquée compta amb la mitja tumoral en transvers més
baixa entre la resta de vacunes. També perque en el grup dels quatre ratolins
d’aquesta vacuna, un d’ells no va presentar cap tumor (només la inflamacié de la pell
abans esmentada en el dia 0) fins el dia 46. A més a més, a cap dels quatre ratolins del
grup de la vacuna 1 se li va haver de determinar Criteri de Punt Final.

| per Ultim,la vacuna 1 ha sigut la més efica¢ perque sumant la mitja tumoral en
longitud amb la mitja tumoral en transvers (les dues mitges sén del grup dels 4
ratolins amb la vacuna 1 injectada), la suma de les dues mitges dona la mitja més
petita entre la resta dels tumors.




Entrevista:

- Per a complementar la meva part practica, gracies al projecte Argd, vaig poder
coneixer i entrevistar a Patrocinio Vergara.

Patrocinio és una llicenciada en veterinaria i la seva professié actualment és la de
catedratica en la facultat de fisiologia de I’ UAB i també forma part d’investigacions
biomediques. Patri porta exercint la seva professié des de I'any 1978.

-Estas a favor de I’experimentacié animal?

-Patri: Es dificil de dir. Jo crec que actualment esta justificada la utilitzacié d’animals
per obtindre coneixements o cures de malalties que encara no tenen tractament.

El que si crec és qué no es poden resoldre aquests dubtes només amb métodes que no
impliquin la utilitzacié d’animals.

-Creus que els animals son necessaris per el aven¢ medic?
-Patri: En aquests moments si, encara.
-Creus que I’experimentacié animal té un Us desmesurat?

-Patri: Penso que tot pot millorar perd que amb la legislacié Europea que tenim aquest
tema esta bastant supervisat.

- L’experimentacié amb animals per elaborar cosmeétics és legal en Europa?

-Patri: Esta prohibit, es creu que encara s’utilitzen els animals en productes cosmetics
pero la directiva Europea és molt clara amb aquest tema i en Espanya actualment no
s’utilitzen animals per a fins cosmétics, ja no esta autoritzat.

- Respecte la legislacié d’animals d’experimentacio, creus que ha de millorar? Per
que?

-Patri: Sincerament, crec que la legislacié Europea és molt bona, una altra cosa es que
haguem de millorar la manera d’implementar-la i aplicar-la més i millor i fer més
inspeccions, pero tot el que esta escrit en la llei, penso que esta bé. De fet, fa poc el
Parlament Europeu va revisar la directiva del 2010 i ha decidit que no requereix de
canvis, per tant crec que és correcte.



-Hi ha alguna diferencia entre la legislacié d’animals d’experimentacié Espanyolail’
Europea, o és la mateixa?

-Patri: De fet, Espanya ha transferit la directiva Europea i té alguna diferencia formal
perd no de fons ni de filosofia, en aquest sentit és exactament equiparable.

-Coneixes alguna legislacié d’altre pais que protegeixi als animals d’experimentacié
que creguis que sigui millor a I’espanyola/europea?

-Patri: No, sincerament crec que la legislacié Europea és de les millors i més
avancades.

-Quines han sigut les pitjors condicions en las que has vist a animals
d’experimentacié?

-Patri: Realment, no ho sé, ja que no inspecciono experiments, pero et puc dir que he
format part en I’elaboracié de molts experiments i també n’he vist molts i mai he sortit
amb un sentiment de culpa o amb males sensacions.

-Quines diferencies trobes entre la legislacié d’animals d’experimentacié de quan vas
comengar el teu ofici a la legislacié actual?

-Patri: Realment quan vaig comencar el meu ofici no hi havia cap legislacié que
protegis els animals a I’hora d’experimentar amb ells, ja que encara no s’havia creat la
Constitucio Espanyola. Per tant, que la utilitzacié d’animals d’experimentacié fos etica i
mesurada depenia segons el criteri dels investigadors que portaven a terme
I’experiment. En canvi, actualment tenim tota una legislacié molt correcta que controla
tot aquest tema.

-Creus que la vacuna de DNA sera la cura del cancer?

-Patri: Crec que sera una de les possibles cures del cancer en el futur. N’hi hauran unes
altres cures pero la vacuna de DNA en sera una segura ja que és un molt bon métode.

-Coneixes alguna alternativa a I’experimentacié animal?

-Patri: Bueno, considero que ja actualment s’intenten impartir les alternatives que
coneixem. Per exemple, el principi de les tres R’s, el principi de refinament on es
demana el reemplacament dels animals sempre que es pugui. Abans de comencar a
experimentar amb animals sempre s’ha de tenir una base teorica on es demostri que
I’experiment pot ser d’utilitat i sempre s’intenta experimentar primer in vitro i utilitzar
el minim nombre possible d’animals.



Coneclusios

Durant I'elaboracié del meu treball he aprés moltes coses que no sabia abans i també
he aprés que alguns fets que pensava que eren certs després d’informar-me
adequadament m’he adonat de que eren falsos. Per exemple, pensava que
I’experimentacié animal per a fins cosmeétics era legal i he acabat assabentant-me de
gue en Europa és totalment il-legal.

He afirmat amb la recerca d’informacid que he portat a terme, que el cancer és una de
les malalties més mortiferes i complexes que existeixen actualment i que encara falta
temps per a que s’arribi a trobar una cura totalment eficac per el cancer.

Per lo contrari, he aprés que actualment hi ha tractaments molt innovadors i que en
les recerques actuals s’esta investigant continuament per a millorar els tractaments ja
existents o crear-ne des nous, més efectius.

També m’he adonat de la desinformacié i invisibilitzacié que té la societat en general
sobre el tema dels animals d’experimentacié. M’explico, crec que molta gent no pensa
en I'existéncia i la importancia que tenen els animals d’experimentacié. Crec que
I’experimentacidé animal és un tema sobre el qual a la gent no li agrada parlar i dels que
en parlen, realment pocs estan ben informats ja que s’invisibilitza per part de la
societat I'existéncia dels experiments que es portem a terme amb animals cada any.

M’he adonat de la dificultat que es presenta a I’hora de voler comencar una
investigacid en un centre i que realment hi ha bastants lleis i entitats que protegeixen
els animals d’experimentacid i els seus drets. Em sembla molt bé que hi hagi tantes
reglamentacions en forma de documents per veure com sera la investigacid, que es
portara a terme en ella, si realment pot aportar alguna cosa positiva, si complira el
principi de les 3 R’s adequadament, si es compliran totes les normes basiques, etc...

He aprés que estem a prop pero a la vegada lluny d’arribar a trobar una cura per el
cancer de prostata.

També he aprés que en les recerques biomédiques, s’ha avancat molt amb tema de les
modificacions genetiques amb els animals d’experimentacio ja que s’ha aconseguit que
el sistema immunitari dels ratolins actui com el d’'un huma.



Respecte la meva hipotesi inicial, he canviat d’opinid ja que gracies a |'elaboracié del
meu treball m’he informat de com és realment comencar una investigacié de manera
legal. També, gracies a que he tingut I'oportunitat de presenciar en persona el procés
experimental d’una investigacio real, he pogut comprovar que si es compleixen tots els
reglaments dictats per la llei i que s’intenten protegir els animals d’experimentacié de
la manera més eficag possible complint estrictament el principi de les 3 R’s i altres
legislacions.

He pogut entrar a I'estabulari de la UAB, cosa que poca gent poc fer i he tingut la
possibilitat de conéixer els reglaments i els protocols d’higiene i seguretat que s’han de
portar a terme adonant-me de que realment es té cura dels animals que s’utilitzen en
les experimentacions.

Tota investigacio acaba amb la presa de dades obtenint uns resultats amb les seves
respectives conclusions.

Jo, al’ interpretar els resultats de la investigacid i arribar a una conclusié raonada,
m’he adonat de que encara que el percentatge de variacid en les mides dels tumors
tractats amb les vacunes de DNA no sigui molt més baix que el percentatge de variacié
de les mides dels tumors sense tractament, s’ha presentat igualment una variacié. Per
aquesta rad, la utilitzacié d’animals d’experimentacié en aquesta investigacié ha sigut
etica ja que I'Us dels ratolins no ha sigut en va.

Sobre el tema dels meus objectius, els he pogut complir tots ja que amb la recerca que
he portat a terme he sigut capag de canviar d’opinié i de negar la meva hipotesi inicial.

També he pogut pensar en la pregunta principal que es fa en el treball i he pogut
arribar a una conclusioé raonada.

- SOn realment necessaris els animals d’experimentacié?
Al principi pensava que no es trobava recompensat el dolor i el sacrifici dels
animals d’experimentacid per al desenvolupament de tractaments contra
malalties, pero després d’'informar-me adequadament sobre el tema he vist
gue els animals d’experimentacio sén necessaris per al desenvolupament de
gualsevol tractament i que s’intenta que els animals siguin tractats de la
manera més humanitaria possible.
Per aquesta rad crec que els animals d’experimentacid sén realment
importants, ja que gracies a ells es pot obtenir informacid beneficiosa tant per
als animals com per els humans. Pero trobo que no s’ha de fer un Us excessiu
dels animals d’experimentacié i que s’ha de treballar en la recerca de metodes
alternatius per evitar I’Us dels animals d’experimentacid.
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A rrnexos:s

Annex 1:Tractament - cancer de prostata: I'espera en observacié i la vigilancia

activa.
https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-prostata/tratamiento/espera-en-observacion.html

Annex 2: Tractament - cancer de prostata: la cirurgia.
https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-prostata/tratamiento/cirugia.html

Annex 3: Tractament - cancer de prostata: la radioterapia.

https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-prostata/tratamiento/radioterapia.html

Annex 4: Tractament - cancer de prostata: la crioterapia.
https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-prostata/tratamiento/criocirugia.html

Annex 5: Tractament - cancer de prostata: terapia hormonal.
https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-prostata/tratamiento/terapia-hormonal.html

Annex 6: Tractament - cancer de prostata: la quimioterapia.
https://www.cancer.org/es/cancer/cancer-de-prostata/tratamiento/quimioterapia.html

Annex 7:Transfeccio i implantacié del DNA (vacuna) al nucli cel-lular: la transfeccid.
https://es.wikipedia.org/wiki/Transfecci%C3%B3n#M%C3%A9todos Biol%C3%B3gicos[51%E2%80%8B

Annex 8:Transfeccid i implantacié del DNA (vacuna) al nucli cel-lular:els liposomes.
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50036-36342009000900012

Annex 9: Transfeccié i implantacié del DNA (vacuna) al nucli cel-lular:
I’electroporacid. https://en.wikipedia.org/wiki/Nucleofection

Annex 10: AMM - Declaracié de Helsinki:
https://www.wma.net/es/policies-post/declaracion-de-la-amm-sobre-el-uso-de-animales-

en-la-investigacion-biomedica/

Annex 11: Legislacié espanyola/europea d’animals d’experimentacid: Reial Decret
53-2013. https://www.boe.es/boe/dias/2013/02/08/pdfs/BOE-A-2013-1337.pdf

Annex 12: Legislacio espanyola/europea d’animals d’experimentacio: Directiva
76/768/CEE. https://ec.europa.eu/growth/sectors/cosmetics/legislation en
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% Annex 13: El Comiteé d’ética/Comissio Etica d’animals d’experimentacio.
http://www.boe.es/boe/dias/2013/02/08/pdfs/BOE-A-2013-1337.pdf

++ Annex 14: Memoria del projecte.
http://web.gencat.cat/web/shared/OVT/Departaments/TES/Documents/9455 Memoria

descriptiva projecte experimentacio animals.pdf

+ Annex 15: Memories dels procediments.
http://web.gencat.cat/web/shared/OVT/Departaments/TES/Documents/9455 Memoria

descriptiva procediment experimentacio animals.doc
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https://en.wikipedia.org/wiki/DNA vaccination#Delivery

http://altweb.jhsph.edu/pubs/books/humane exp/foreword

PDF: El modelo animal en las investigaciones biomédicas Dra. Silvia.
https://www.google.es/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&u

act=8&ved=0ahUKEwiDj5WxzZbYAhVJzxQKHVn1A 4QFggoMAA&url=http%3A%2F
%2Fwww.um.edu.uy%2Fdocs%2Frevistabiomedicina%2F2-
3%2Fmodelo.pdf&usg=A0vVaw3BIRL1JmnOnbVxj69bB-PK

https://es.scribd.com/doc/95654807/Tema-1-Modelos-Animales-1

https://estabulari.uab.cat/#!/Presentaci%C3%B3 39 1

http://www.uib.es/es/recerca/estructures/comissions/ceea/

http://web.gencat.cat/ca/tramits/tramits-temes/Projectes-dexperimentacio-

amb-animals-autoritzacions-i-comunicacions?category=75b636d8-a82c-11e3-
a972-000c29052e2c&moda=1

https://www.nc3rs.org.uk/grimacescales

PDF: MOUSE GRIMACE SCALE (MGS): THE MANUAL
https://www.nc3rs.org.uk/sites/default/files/documents/Guidelines/MGS%20Manual.pdf

http://oep.umh.es/tag/criterios-de-punto-final/
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Agraiments:

Primerament, m’agradaria agrair al tutor del meu treball
de recerca, per animar-me a que em presentés al
projecte Argé de la UAB. També agraeixo la seva ajuda, la
seva implicacio i els seus consells per |'elaboracié del
meu treball ja que han sigut de molta ajuda a I’hora de
complementar i enllestir el treball.

Per un altre banda, agraeixo al equip que s’encarrega de
dirigir el Projecte Argd de la UAB per haver-me
seleccionat i aixi poder gaudir d’aquesta experiéncia.

Per ultim, vull agrair I'ajuda que m’ha proporcionat la
Patrocinio des del primer dia i per acceptar a ser
entrevistada per mi. | vull donar-li les gracies a la Sara i al
la resta d’investigadors de la investigacié a la que vaig
poder assistir, per també haver-me ajudat amb tot el
tema dels documents i per explicar-me el funcionament
d’un procés d’investigacio en un estabulari.






