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Un modelo 3| |ado de
los humanos

EL VIRUS DEL SARAMPION ES UN MORBILLIVIRUS ALTAMENTE INFECCIOSO RESPONSABLE
DE UNA IMPORTANTE MORBILIDAD Y MORTALIDAD EN LOS SERES HUMANOS NO VACUNADOS.

Este hurdn, infectado con el virus del Moquillo Canino (perteneciente a la misma familia y género que el
del sarampidn) ha recibido, recientemente y por via oral, un inhibidor de la ARN polimerasa viral especifica de
morbillivirus, lograndose una reducida viremia, ausencia de sintomas, recuperacién de la infeccion y
supervivencia prolongada. Ademas, este animal presento una respuesta inmune excelente y esta protegido
contra la reexposicion al virus.

Estos hallazgos pueden ser pioneros en un camino hacia una terapia efectiva frente a morbillivirus y

ayudar a la erradicacion del sarampidn en sinergia con la vacunacion. Se abre de esta manera un horizonte
esperanzador para lograr cerrar brechas en lainmunidad de grupo, debidas a la polémica negativa frente a la

vacunacion.
sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio

www.secal.es
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Patogenos y Anticuerpos

La preocupacion por conocer el estado de salud de los
animales y de si padecen alguna patologia que pueda
interferir con los resultados, siempre ha estado presente en la
experimentacion animal.

Alo largo del S. XX, y todavia en la actualidad, el listado de
agentes infecciosos que pueden afectar a los animales y
alterar los resultados experimentales no ha parado de
incrementar. Los avances tecnoldgicos en las técnicas de
diagnéstico han facilitado enormemente el conocer cada vez
mas a tiempo real, el estado sanitario de los animales. En este
numero, encontraréis una serie de articulos que tratan de las
patologias, las técnicas de diagnostico y los controles
sanitarios de los animales utilizados en experimentacion.

Se ha avanzado mucho, pero como en toda disciplina las
nuevas respuestas abren nuevos interrogantes y todavia
queda camino por recorrer. Un largo camino como el que lleva
recorrido la SECAL, que se inscribié como sociedad el 7 de
febrero de 1990 y que este afno celebra su 25 aniversario. Y
como reflejo vivo de esta historia, os presentamos en este
numero una entrevista especial a tres de los socios fundadores
de la SECAL: Carmina Fernandez Criado, Javier Palacin y Jordi
Canto. Una entrevista divertida y llena de anécdotas en la que
nos explican cémo y en qué condiciones se gesté nuestra
sociedad.

Agradecer a Angel Naranjo la coordinacién de los articulos
de este nimero y a Marta Giral, Lola Garcia Olmo, Maria
Granada Picazo y Lara Sed¢, la realizacion de esta entrevista
tan especial.

Direccion Revista SECAL




Noticias

Actividades de la

SECAL

El 17 de junio de 2015 se celebré una reunion ordinaria de
la Junta de Gobierno de la SECAL. A continuacion, se presenta
unresumen delos principales temas tratados en la reunion.

Relaciones internacionales

International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS)

Durante la Asamblea General de ICLAS se realizaron las
elecciones para la Junta de Gobierno. Patri Vergara fue reelegida
como presidenta y Javier Guillén como representante de los
miembros cientificos.

Federation of European Laboratory Animal Science

Associations (FELASA)

Se comenta la necesidad de subir las cuotas de membresia.
Desde SECAL se propone buscar otras fuentes de financiacion y en
el caso que finalmente haya de aumentar la cuota, ésta se haga de
forma gradualy en el margen inferior (0.5 € mas por socio).

Respecto al proyecto con EFPIA (European Federation of
Pharmaceutical Industries and Associations), y tras la peticiéon de
voluntarios para trabajar sobre la interpretacion de diferentes
temas de la directiva europea, la distribucion es:

» Recursosde evaluacion de proyectos: Isabel Blanco.

« Interpretacion de términos: Angel Naranjo.

¢ Nuevas funciones: Juan Rodriguez como responsable de la
Red Espariola de responsables de Bienestar.

¢ Transgénicos: MaJests Molina.

¢ Informesde Severidad: Jose M. Orellana.

Quedan dos temas sin representacion: la reutilizacién y los
informes estadisticos.

Iniciativa europea Stop Vivisection

Se ha realizado el informe por parte de la Comisién Europea
en el que indican que si bien no se plantean cambios en la
directiva, si van a promover mas el tema de los métodos
alternativos. Los grupos pro-iniciativa van a recurrir esta decision,
por lo que los grupos que han trabajado contra esta iniciativa van
aseguiractivos.

Relaciones nacionales

Relaciones con el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente (MAGRAMA) y el Ministerio de Economia y
Competitividad (MINECO)

Se recibio el borrador del Proyecto de OM de importacion de
animales no armonizados por la directiva 65/92, roedores y
primates, con objeto de aportar comentarios. Desde SECAL se
aportaron los comentarios que se recibieron a través de SECAL-Ly
se transmitio la preocupacion respecto al formulario que hay que
rellenar para el transporte y que pueden no ser adecuados para el
mundo del animal de laboratorio.

Se decide crear un grupo de trabajo con las personas que mas
han participado sobre este tema a través de SECAL-L, con el
objetivo de elaborar unos formularios acordes a laimportacion de
animales de experimentacion, material genético congelado, etc.

Ytambién...

- A17dejuniode 2015, SECAL tiene 363 socios numerariosy 78
socios benefactores.

- El Congreso SECAL-SPCAL 2015 emitira un certificado de
asistencia al congreso que llevara el programa y las horas de
duracion de las sesiones para cumplir asi las exigencias de la
Orden ECC/566/2015 y que sea véalido como formacién
continuada.

- SergiVilapresentalanuevawebde SECAL.

www.secal.es

sociedad espanola
para las ciencias
dtzf animal de laboratorio



http://www.secal.es

Actualidad

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2015. Nimero 66

Los cientificos espafioles defienden
la experimentacion con animales

Los cientificos espafioles levantan lavoz en defensa del uso de
animales en la investigacién biomédica. La Confederaciéon de
Sociedades Cientificas de Espafia (Cosce) publica un documento
oficial en el que defiende que el uso de animales en la
investigacion es vital para el avance de la medicina.

<La Cosce quiere mejorar la informacién que se
transmite a la sociedad y concienciar a las
autoridades ante el riesgo de que surja en

Esparia un “activismo virulento’
contra la experimentacion animal similar
al que ya existe en otros paises>

En el informe, los autores sugieren incluso la modificacion del
Codigo Penal para endurecer las penas por el tipo de delitos en los
que determinados grupos activistas contrarios a la
experimentacion animal puedan incurrir, como liberar animales
de unlaboratorio para estropear un trabajo cientifico de afos.
"Sélo queremos informar para que cualquier persona pueda
formarse su opinién’, explica Juan Lerma, coordinador del trabajo
y director del Instituto de Neurociencias de Alicante. La Cosce, que
agrupa a 75 sociedades cientificas espafolas, recuerda que la
investigacion biomédica beneficia directamente a los propios
animales, ya que los tratamientos veterinarios modernos se basan
en estos estudios.

Practicamente todos los protocolos actuales para la
prevencion, curacion y control de las enfermedades, de los
antibidticos a las transfusiones de sangre, de la didlisis al
trasplante de 6rganos, de las vacunas a la quimioterapia, de las
operaciones quirdrgicas de corazon a la sustitucion de huesos y
articulaciones en cirugia ortopédica, se basan en el conocimiento
obtenido mediante investigaciones realizadas con animales de
laboratorio.

Los autores del trabajo ofrecen datos para defender que el
nimero de animales utilizados en investigacién cientifica es
relativamente pequefo. Entre los autores del informe figuran los
vicerrectores de investigacion de la Universitat de Barcelona y de
la Universidad Auténoma de Madrid, Jordi Alberch y Nuria
Fernandez; el presidente de la Sociedad Espafiola para las Ciencias
del Animal de Laboratorio, Javier Guillén; y el investigador Lluis
Montoliu, miembro del Comité de Bioética del CSIC, el mayor
organismo cientifico de Espafia.

El informe afirma que los cientificos aplican rigurosamente el
principio de las 3 Rs: reemplazar por cultivos celulares o
simulaciones informaticas el uso de animales cuando es posible,
reducir el nimero de animales empleados a los estrictamente
necesarios y refinar los métodos empleados para mejorar el
bienestaranimal. En cinco afios, se han reducido un 34%.

En cuanto al refinamiento de los métodos, el documento
pone el ejemplo de unas proteinas fluorescentes. Los
investigadores han creado una cepa del pardsito que provoca la
leishmaniasis con esta proteina fluorescente. Gracias a la
proteina, los cientificos pueden ver la evolucién de la infeccion
con un detector de luz, sin necesidad de sacrificar a los animales.
El método, aseguran, reduce hasta un 60% los sacrificios.

El documento detalla decenas de ejemplos que muestran
que el uso de animales es esencial en la investigacion biomédica.
La hormona que produce el pancreas para controlar el aztcar en
la sangre, la insulina, se descubrié en perros, y hoy es
fundamental para tratar la diabetes. Los estudios en animales,
también han sido cruciales para identificar el virus del siday para
la producciéon de terapias como los antirretrovirales, que han
prolongado millones de vidas. La investigacion en conejos y
perros del virus del papiloma humano, principal causa del cadncer
de cuello de Utero, demostré que con una vacuna se podia
impedirel desarrollo del tumor en las mujeres.

Finalmente, los autores defienden uno de los aspectos mas
polémicos de la experimentacién con animales: el uso de
primates no humanos. Los primates desempefian un papel
fundamental en el estudio del cerebro y de la conducta. En la UE,
la experimentacién con grandes simios esté prohibida salvo para
la investigacidn de enfermedades que puedan poner en peligro
la conservacion de la propia especie o la vida de seres humanos,
comoel ébola.

“La investigacidon con animales salva millones de vidas,
humanas y animales. Los partidarios de la prohibicién tendran
que explicar sus razones para no querer evitar muertes y
sufrimiento”, remachaLerma.
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Un nuevo tipo de células madre abre la puerta
al desarrollo de organos de reemplazo

Un estudio dirigido por Juan Carlos Izpista-Belmonte,
profesor del Laboratorio de Expresién Génica en el Salk Institute
de LaJolla (California), y publicado en la revista Nature desvela que
en un futuro sera posible hacer crecer células, tejidos y 6rganos
humanos en animales para poder reemplazar aquellos que estén
danados debido a enfermedades como la diabetes, las
insuficiencias hepaticay cardiaca o enfermedadesrenales.

Incluso para las personas que no necesitan un trasplante
inmediato, enfermedades crénicas que afectan a los érganos
pueden causar problemas que podrian evitarse mediante la
sustitucion del 6rgano dafiado o enfermo. No obstante, aparte de
la baja disponibilidad de érganos debida a la falta de donantes,
también existe el riesgo de que el sistema inmune del receptor
rechace el nuevo érgano.

Hasta ahora, las células madre utilizadas en los estudios
cientificos se clasificaban segun su etapa durante el desarrollo
embrionario. En este trabajo, los investigadores han encontrado
un tipo de células madre que se caracterizan porsu localizacion en
el embridn (es decir, que son especificas de una zona en concreto)
y que son mas faciles de cultivar en el laboratorio. Asi, han
utilizado esta nueva caracteristica espacial para integrar células
madre humanas en un embrién de ratén mediante su alineacion
con la posicidn correspondiente en el embrion de destino.

La diferencia mas prometedora entre estas células orientadas
en el espacio y las células madre tradicionales es su capacidad
para formar una quimera humano-ratén, una combinacién de
células a partir de las dos especies. La capacidad de hacer crecer
tejidos humanos en otras especies -probablemente en cerdos-
podria conducir a la creacion de 6rganos de reemplazo para
aquellos dafados por una lesion o enfermedad.

"Cuando se han intentado trasplantar tejidos animales en
humanos, la incompatibilidad entre ellos ha llevado al rechazo. Si
pudiéramos hacer crecer drganos a través de una quimera
utilizando las propias células madre del paciente, habria una
mayor probabilidad de que los érganos se trasplantaran con
éxito", senala lzpistia-Belmonte.

Esta posibilidad se ha acercado mas a la realidad con los
ultimos avances en la generacion de células madre a partir de
células somaticas de los pacientes, que son aquellas que ya han
dado lugara untipo especifico de tejido, como la piel.

En estudios previos, se habia intentado combinar en el
laboratorio células madre humanas con embriones de ratén,
tratando de hacer coincidir las etapas del desarrollo. Sin embargo,

los resultados sugirieron que esta metodologia no era lo
suficientemente fiable parala integracion de las células humanas
enembriones de ratén.

< El equipo de Izpista-Belmonte tomo un enfoque
diferente al centrarse en la ubicacion, en vez de en

el momento, de la incorporacion de las células
humanas en el embrién temprano de ratén>

Los investigadores desarrollaron un céctel de senales
quimicas que consiguidé que las células madre embrionarias
humanas se orientaran en el espacio en una placa de laboratorio
y, concretamente en este caso, se identificaran como parte de la
region posterior del embrién. Entonces las insertaron en
embriones tempranos de raton. Para poder comparar esta nueva
metodologia con las ya existentes, también insertaron, por
separado, células madre humanas cultivadas usando métodos
convencionales.

Mientras las células madre humanas derivadas a través de
métodos convencionales no se integraron en el embrién de
ratén, las rsPSCs (células pluripotentes de regién selectiva)
humanas si que lo consiguieron e iniciaron el proceso de
diferenciacién a las células de las tres principales capas
embrionarias conocidas como ectodermo, mesodermo y
endodermo. Cada capa da lugar a tejidos y drganos especificos
enelembriénendesarrollo.

Los resultados no sélo proporcionan una nueva forma de
estudiar el desarrollo humano temprano, sino que también
ofrecen una nueva esperanza para el cultivo de tejidos y 6rganos
humanos en un animal huésped.

Josep Maria Campistol - director Médico del Hospital Clinic,
investigador del IDIBAPS y coautor del estudio - sefiala que “esta
técnica es completamente novedosa en el cultivo de las células
madre en un laboratorio y ofrece informaciéon muy relevante
sobre cdmo las células madre humanas podrian incorporarse a
un embrién de una especie diferente. Todo este conocimiento
podria ser crucial para generar diferentes tipos de células
funcionalesy maduras parala medicinaregenerativa”

http://www.agenciasinc.es/Noticias/Un-nuevo-tipo-de-celulas-madre-
abre-la-puerta-al-desarrollo-de-organos-de-reemplazo

Wu J., Okamura D., Li M., et al. An alternative pluripotent state confers
interspecies chimaeric competency. Nature 2015, 521:316-21.
doi:10.1038/nature14413.
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Hallado un punto debil para anular
la inmortalidad del cancer

Cientificos del Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas (CNIO) han descubierto una nueva estrategia para
combatir el céncer, totalmente diferente a las ensayadas hasta
ahora. El trabajo demuestra, por primera vez, que los telomeros,
estructuras que protegen los extremos de los cromosomas,
pueden ser una diana efectiva contra el cancer: El bloqueo del gen
TRF1, esencial para los telémeros, induce drasticas mejoras en
ratones con cancer de pulmén.

Cada vez que las células se dividen duplican su material
genético, que estd empaquetado en los cromosomas. Sin
embargo, el extremo de cada cromosoma no es copiado por
completoy, como consecuencia, en cada division los telémeros se
acortan. Los teldmeros excesivamente cortos son toxicos para la
célula, que deja de replicarse y acaba siendo eliminada por los
sistemas de limpieza celular.

Este proceso no afecta a las células tumorales, que pueden
dividirse descontroladamente sin que sus telomeros se acorten
demasiado. Esto se debe a que en las células tumorales, a
diferencia de las células sanas, se mantiene activada la enzima
telomerasa, que repara constantemente los telomeros y permite a
las células tumorales dividirse sin fin.

Una estrategia obvia para combatir el cancer seria inhibir la
telomerasa en las células tumorales. Sin embargo, esto ya se
realizé sin obtener resultados éptimos, ya que aunque los
telémeros efectivamente se acortaban, el acortamiento era
demasiado lento y la muerte de las células tumorales tardaba en
llegar.

Los telomeros estan formados por una secuencia de ADN
repetida cientos de veces a la que se enganchan seis proteinas
llamadas shelterinas (del inglés shelter, proteccion), que forman
una especie de capuchon protector. La estrategia del equipo del
CNIO ha sido bloquear una de las shelterinas, en concreto, laTRF1,
deforma que se destruya el escudo protector.

“La desproteccién de los telomeros emerge como potencial
nueva diana terapéutica para el céncer’, escriben en EMBO
Molecular Medicine los autores del estudio.

< Maria Blasco, directora del CNIO y lider del estudio,
explica que la eleccion de la grotema TRF1 como objetivo

del tratamiento se debe también a su papel esencial para
la generacion de células madre del cancer. Estas células,
se cree, estan detrds de las recaidas de la enfermedad y.
convierten a la proteina en una diana con interes doble>

“Cuando se elimina TRF1 se induce una desproteccion
instantanea de los telomeros, lo que a su vez hace que las células
entren en senescencia o mueran.Vemos que esta estrategia mata
eficientemente las células del cancer, frena el crecimiento
tumoraly tiene efectos toxicos tolerables’, explica Blasco.

Los autores crearon ratones con un tipo de cdncer de pulmon
muy agresivo y observaron las consecuencias de anular TRF1 de
dos formas diferentes. Por un lado, bloquearon genéticamente el
gen que produce la proteina en ratones con cancer de pulmén y
en ratones sanos. Y por otro lado, emplearon un inhibidor
quimico, desarrollado en el CNIO, que a largo plazo podiria ser la
herramienta para convertir este descubrimiento en tratamiento
para humanos.

Segun explican los autores, esta técnica impidié el
crecimiento de tumores de pulmén en ratones. Ademds, se
comprobd que bloquear las shelterinas con un farmaco no
produce efectos toxicos excesivos en las células sanas.

En ambos casos, a diferencia de lo que sucedia cuando se
bloqueaba la telomerasa, el efecto es instantaneo. Se genera el
dano directamente sobre el telomero, a diferencia de la
quimioterapia que dana todo el genoma. Este dafo, mas
localizado, es suficiente para desproteger a los cromosomas del
cancer y al mismo tiempo tiene una menor toxicidad. “En los
tejidos que crecen mas rapido, como la médula dsea, es algo
mayor, pero similar a una quimioterapia suave”, concluye Blasco.

https://www.cnio.es/es/newa/docs/maria_blasco _13may15 es.pdf

http://elpais.com/elpais/2015/05/12/ciencia/1431448816 _517221.html

Garcia-Beccaria M., Martinez P, Méndez-Pertuz M., et al. Therapeutic
inhibition of TRF1 impairs the growth of p53-deficient K-RasG12V-
induced lung cancer by induction of telomeric DNA damage. EMBO
Molecular Medicine 2015, d0i:10.15252/emmm.201404497.
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Actualidad

Secaleros
d

porelmun

Jose M.
Peralta

Este secalero, que ya lleva mas

de 25 afos al otro lado del Atlantico,
nacio en Alicante, aunque no tiene
familia en esa bonita ciudad

del mediterraneo, sino que ocurrid
porque su padre trabajaba alli

en aquella época. Su familia lleva
ya mas de 30 afos en Zaragoza,

que es donde se ubica su campamento
base cuando regresa a Espana

de vacaciones. Estudio veterinaria
en la Universidad de Zaragoza

y al acabar, su espiritu aventurero

le llevo a buscar, a través del club
de IVSA (International Veterinary
Student Association) de la facultad,
oportunidades para hacer

una estancia en una clinica de
Estados Unidos.

Paso seis meses en Denver en un hospital de
perros y gatos. Al regresar a Espaia, se enteré que
el Ministerio de Agricultura ofrecia becas de
doctorado en el extranjero y mandd su solicitud.
Aunque, como la mayoria de sus comparieros,
durante la carrera nunca pensé que trabajaria en
investigacion ni con animales de experimen-
tacién, tenia interés en la ensenanza y la
posibilidad de hacer un doctorado se le habia
pasado porlacabeza.

Con esa beca del Ministerio de Agricultura
bajo el brazo, en 1990 se matriculé en un
programa de estudios de posgrado en la
Universidad de Cornell, en el estado de Nueva
York, donde terminéd pasando casi 20 afios (jy no
todos como estudiante!). Alli, entre otras hazanas,
conocid a su mujer, la patéloga veterinaria Ana
Alcaraz, y tuvieron a su hija Amaya, que ahora es
unaquinceaneramuy maja.

Fue durante su etapa de estudiante que, casi
por casualidad, le invitaron por primera vez a ser
miembro del comité de ética de uso de animales
de investigacion (el IACUC como lo llaman en esa
parte del mundo). El hecho es que sin saber cémo
pasoy casisin quererlo, ya lleva mas de 20 afos en

este mundo de los aspectos regulatorios y éticos
deluso deanimales.

Tras terminar su maestria y doctorado, en
1997, aceptd una oferta para quedarse en la
Facultad de Veterinaria de Cornell dando clases de
Bienestar Animal y Etica, y como veterinario del
Comité, a cargo sobre todo de los proyectos con
animales de granja. Tras 10 afos en ese trabajo, en
2007, tanto él como su mujer aceptaron ofertas
parairse como profesores, ella de Patologia y él de
Bienestar Animal y Etica, al sur de California, a la
Western University of Health Sciences. En la
actualidad viven con sus tres perros en las afueras
delosAngeles.

Ademas de sus responsabilidades acadé-
micas, trabaja en proyectos de investigacién
sobre bienestar animal muy variados e intere-
santes, desde el empleo de hielo para el enrique-
cimiento ambiental en cerdos, pasando por el uso
de sombra durante el verano en terneras lecheras
hasta el posible empleo de termometros de rayos
infrarrojos para medir la temperatura de manera
menos invasiva, que por via cloacal, en aves
exoticas.

Sigue involucrado en comités de éticay, en la
actualidad, esta contratado como veterinario en
los comités de tres instituciones locales distintas.
Lleva desde 1999 como consultor voluntario de la
Asociacion para la Evaluacion y Acreditacion de
Programas de Cuidado de Animales de
Laboratorio (AAALAC). Con ellos ha visitado
numerosos centros de investigacién con animales
en Estados Unidos, Espafia y otros paises
latinoamericanos.

En 2007, fue invitado a participar en el comité
organizador del American College of Animal
Welfare, del que hoy en dia es Diplomado. Mas
recientemente, recibié su Diplomatura del
European College of Animal Welfare and
Behavioural Medicine.

En 2015, durante la Convencion Anual de la
American Veterinary Medical Association (AVMA)
en Boston, se le otorga un premio nacional que
reconoce su actividad y dedicacion como
veterinario trabajando en el area del bienestar
animal. Serd el primer veterinario espafiol que
recibe el prestigioso AVMA Animal Welfare Award.
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Patologia, infecciones y controles sanitarios:

Introduccion

Angel Naranjo Pino
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC)

Desde el inicio de la experimentacién animal con ratones, las
patologias que padecian y los resultados experimentales han ido
delamano.

Los ratones de laboratorio son un mosaico de genomas de
diferentes especies y “razas” del género mus. Criadores como
Abbie Lathrop, y cientificos como Clarence Cook Little, Leo Loeb,
Ernest Tyzzer y Leonell Strong, fueron pioneros a la hora de crear,
caracterizar y utilizar estirpes de ratones de laboratorio. En
muchas ocasiones, estas estirpes fueron seleccionadas por sus
caracteristicas genéticas y su susceptibilidad a sufrir patologias,
como tumores espontdneos. A la vez que estudiaban estas
susceptibilidades a sarcomas y leucemias, y su relacién con el
genoma, se describia la aparicion de diarreas, abscesos hepéticos
e infecciones parasitarias mas propias de estar causadas por
agentes infecciosos.

Partiendo de las estirpes que habian desarrollado los
criadores, como los “waltzing” originarios de Japén, se fueron
incorporando porciones de genoma de otros ratones. En muchas
ocasiones provenientes de ratones silvestres que, ademas de
proporcionarles genoma a las nuevas estirpes, también les
proporcionaban agentes infecciosos.

Asi como Lathrop, Little y Strong son considerados los
pioneros en el desarrollo de las primeras lineas consanguineas de
raton (DBA, C57BL, C3H, CBA, A, etc.), Tyzzer, ademas de participar
también en la creacion de alguna de estas estirpes de raton,
desarrollé gran parte de su trabajo en la descripcién de patologias
asociadas a agentes infecciosos. Fue el primero en describir las
infecciones por pardsitos del género Cryptosporidum (C. muris, C.
parvum) y una nueva patologia, la enfermedad de Tyzzer,
provocada por bacterias intracelulares (Clostridium piliformis;
Tyzzer,1917)

Desde un principio ya se observé en varias estirpes de ratén
que a su composicidon genémica iban asociados una serie de

retrovirus: Virus del Tumor Mamario en ratén (MMTV), o el Virus de
la Leucemia Murina (MuLV) que les conferian, a estas estirpes, una
prevalencia alta en ciertos tipos de tumores. En algunos casos,
algunas poblaciones de ratones también tenian incidencias altas
de tumores, por agentes infecciosos, que se identificaron
posteriormente como el virus de polioma murino.

Entre los afos 30 y 50 se describieron una serie de
enfermedades viricas y bacterianas en las colonias de raton,
aunque en algunos casos el agente etiologico fue descrito
posteriormente: el virus ectromelia (1930), el virus de la
encefalomielitis del raton (1934), el virus de la coriomeniningitis
linfocitica (1935), enfermedad respiratoria crénica causada por
micoplasmas (1937), la diarrea epizodtica de ratones lactantes
(EDIM) causada por rotavirus (1947), coronavirus como el JHM del
grupode los virus de la hepatitis del ratén (1949),...

Entre los afios 50 y 60 siguieron describiéndose nuevos virus
que afectaban a las colonias de ratones: el virus de la lactato
deshidrogenasa (LDHV), citomegalovirus, adenovirus del ratén,
polyomavirus, reovirus, y el MVM.

Apartirdelos afos 60, viendo laimportancia que tenian estos
agentes en los resultados experimentales, diferentes
instituciones (CDC, NIH, ILAR) impulsaron reuniones, conferencias
y publicaciones alrededor de las enfermedades infecciosas en
ratas y ratones de laboratorio.

A partir de los anos 90 y de forma esporadica, han ido
apareciendo nuevos agentes que sumar al listado de agentes
infecciosos que se encuentran en los ratones de laboratorio, y que
pueden interferir con los resultados experimentales: Parvovirus
del raton (1993), Helicobacter hepaticus (1994) y Norovirus del
ratén (2005).

La lista de agentes infecciosos presentes en los ratones y
susceptibles de alterar los resultados experimentales se cifra
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entre 60y 100, dependiendo delas divisiones que hagamos de los
agentes.

Existen muchas publicaciones en las que se describen la
presencia de estos patdgenos en las colonias de ratones de
laboratorio y en algunos casos, las interacciones de estos agentes
con los resultados experimentales (Baker, 1998; Jacoby and
Lindsey, 1998; Fox et al., 2007; Percy and Barthold, 2007), pero no
estd tan claro si a todos estos microorganismos podemos
clasificarlos claramente como agentes que interfieren con los
resultados experimentales, o son mas bien microorganismos
propios de la flora normal de los ratones que han evolucionado
conjuntamente con la formacidn de las estirpes de ratones de
laboratorio. Recordemos que el genoma del ratdn de laboratorio,
secuenciado en el 2002, revelaba retrovirus y retroelementos
insertados en el genoma (Percy and Barthold, 2007) que en
ocasiones han dado lugar a los fenotipos caracteristicos de las
estirpes de raton. Por ejemplo, la insercion de un virus de la
leucemia murina (Xmv-28) en el gen Pde6b, un receptor de los
bastones de la retina, en la cepa de ratones C3H provocé la
aparicion en la poblacién del alelo rd7 (degeneracion retinal).
Actualmente, las cepas relacionadas con C3H sufren una ceguera
progresivaa partir de la edad de destete.

Con el crecimiento exponencial de modelos de ratones
modificados genéticamente (RMG) es practicamente imposible
descartar qué agente puede o no afectar, de alguna manera, al
fenotipo y a los resultados que obtengamos con alguno de estos
modelos de ratdn. Alteraciones en la morfologia de las mucosas
intestinales, o en la funcionalidad de las células mucociliares,
pueden no ser interpretadas como inmunodeficiencias y, sin
embargo, provocar alteraciones en la susceptibilidad de
patologias por microorganismos residentes en tales nichos.

Los microorganismos pueden afectar a la investigacién
provocando signos clinicos evidentes y mortalidad, lo que nos
lleva a darnos cuenta de su presencia. Sin embargo, en la mayoria
de los casos los microorganismos provocan alteraciones
subclinicas, modificaciones fisiolégicas poco evidentes, cambios
histolégicos, o alteran el punto final de los estudios. Y aunque, en
algunos casos, exista un debate cientifico sobre hasta qué puntoa
un agente se le puede definir como importante, lo que si es una
opinion generalizada es que los ratones, al igual que otros
reactivos bioldgicos, como los cultivos celulares, necesitan estar
caracterizados microbiolégicamente para dotarlos de sistemas
de calidad, y posteriormente poder analizar los resultados

obtenidos descartando interferencias de microorganismos con
los resultados experimentales.

Por ese motivo, y con el intercambio masivo entre
instituciones, se han venido desarrollando y estandarizando
sistemas de control sanitario en las colonias de ratones que nos
proporcionen una vision global del estado sanitario de los
animales que se utilizan. Los informes sanitarios son
imprescindibles para aceptar envios y evaluar el riesgo de
introducir microorganismos no deseados en los animalarios.

Cada animalario tiene unas caracteristicas diferentes
(instalacion, barreras, estirpes de ratones, lineas de investigacion,
presupuesto, etc.) que hace que los controles sanitarios puedan
llegar a realizarse con enfoques muy diferentes, dificultando la
compresion externa del estado sanitario de las colonias de
ratones.

Desde los anos 80 se han venido publicando
recomendaciones sobre como realizar los controles sanitarios.
FELASA, en 1994, tratando de unificar y armonizar los programas
de control sanitario y los informes sobre la salud de los animales
de experimentacién, publicé las primeras recomendaciones
sobre el control sanitario de roedores y lagomorfos en unidades
de cria. Posteriormente, se publicaron recomendaciones sobre las
unidades de experimentacion y sobre unidades con otras
especies de animales. Estas recomendaciones han servido de
base a los informes sobre la salud de los animales de criadores y
unidades experimentales, fundamentalmente a nivel europeo. Y
es por eso que muchos de los informes realizados en programas
de control sanitario ponen en sus encabezados “Siguiendo las
recomendaciones de FELASA’,

De igual manera que FELASA traté de armonizar los
programas a nivel europeo, AALAS en USA y Japdn (las otras dos
areas mas importantes de experimentacién animal) también
acordd armonizar sus programas en diversas conferencias. En la
ultima década, y debido a que los envios de roedores se producen
a nivel mundial, siendo imposible restringirlos por dreas, AALAS y
FELASA han creado grupos de trabajo para armonizar el formato
de los informes sanitarios que acomparan a los ratones en estos
envios.

Las recomendaciones de FELASA han supuesto un avance en
la definicion microbioldgica de los ratones utilizados en
experimentacion y en la evaluacion de los programas de control
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sanitario a través de los informes sanitarios. Dichas
recomendaciones establecen unos principios sobre los agentes a
analizar, la frecuencia, las pruebas, el nimero de animales y las
unidades microbiologicas, que requieren de un compromiso de
las instituciones con recursos humanos y monetarios no siempre
disponibles.

Aunque dichas recomendaciones dan unas pautas a seguir, es
necesaria la intervencién del responsable en salud animal para
disenar el programa de acuerdo a las caracteristicas de los centros,
seleccionar las muestras, las pruebas, realizar las necropsias, e
interaccionar con los laboratorios y los patélogos, para poner
todo en conjunto y emitir un informe que refleje el estatus
microbiolégico de la colonia.

En los préximos articulos discutiremos cudles son los posibles
errores que podemos cometer al disefiar programas de control
sanitario. Repasaremos céomo se realiza una necropsia para la
toma de muestras, ya que el auge de pruebas diagndsticas como
la PCR o MFIA ha dejado de lado la evaluacién macroscépica, que
puede revelar patologias causadas por agentes diferentes para los
que estan disefiadas estas pruebas. Veremos cudles son los pros y
los contras de los diferentes tipos de pruebas. Y describiremos
cudles son las principales patologias espontaneas que podemos
encontrar en ratén, y que nunca debemos confundir con los
resultados experimentales ni con el resultado de agentes
infecciosos presentes enlos animales.
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Histopatologia en estudios con animales
de experimentacion

Manuel Pablo Olmo" y Ana Isabel Nieto Ruiz de Zdrate"”

'Anapath, Laboratorio de Anatomia Patoldgica, Granada
*Unidad de Experimentacion Animal, Universidad de Granada

El estudio de los cambios morfolégicos que se producen en
los tejidos como consecuencia de las enfermedades o de
tratamientos especificos, es una parte importante de muchos de
los proyectos que utilizan animales de experimentacién. Como
ciencia, la anatomia patologica es a la vez descriptiva e
interpretativa, ya que evaliia- en unaimagenfijaen el tiempoyen
dos dimensiones - una pieza tridimensional, en la que por un lado
es necesario distinguir cambios que entran dentro de la
normalidad de las alteraciones patoldgicas, y por el otro, deducir
qué ha pasado en el curso de la enfermedad para llegar a ese
punto. En otras palabras, se requiere conocer la patogénesis de las
enfermedadesy suimpacto en los 6rganos para de esta manera, a
partir de las lesiones presentes en los tejidos, deducir el curso del
proceso y llegar a una posible etiologia. De ahi que sea esencial
contar con unas muestras adecuadas, pero también con un
patélogo con la experiencia suficiente en animales de
experimentacion.

Para conseguir que los resultados de los estudios
anatomopatolédgicos sean realmente tiles, todo el equipo que
forma parte del proyecto debe tener unos conocimientos basicos,
al menos en cuanto al procesamiento de las muestras y a los datos
que el patélogo va a necesitar para interpretar los hallazgos.
Ademas, el contar con unos minimos conocimientos de la
terminologia empleada en los informes puede ayudar a encajar
los resultados de la histopatologia con el resto. Por esto, en este
articulo, vamos a describir resumidamente como documentar los
hallazgos, como preparar las muestras y una relacion de los
términos que con mas frecuencia nos encontraremos en los
informes del patélogo, con ejemplos de patologias que solemos
encontraren animales de experimentacion.

INFORMACION NECESARIA DEL EXPERIMENTO
El primer paso para una identificacion e interpretacion

correcta de las muestras es contar con un informe, lo mas
detallado posible, del experimento del que proceden. Este debe

incluir principalmente la especie, cepa, si se trata o no de animales
modificados genéticamente, la edad de los animales y los
hallazgos macroscépicos encontrados en la necropsia. Si se ha
empleado un tratamiento con alguna sustancia, también resulta
informacién valiosa la ruta, la dosis y la duraciéon de dicho
tratamiento. Asimismo, la aparicion de signos clinicos, como
cambios en el peso y en el consumo de alimentos, junto con los
resultados de estudios de hematologia, bioquimica o peso de
drganos, nos pueden ayudar a identificar los érganos diana o los
mecanismos de toxicidad. Por otro lado, los datos
farmacocinéticos pueden ayudar a la interpretacion de los
resultados.

En general, existe un consenso entre los anatomopatdlogos
sobre el impacto negativo que los estudios “ciegos” tienen en la
evaluacion histologica, sobre todo en toxicologia. Estos estudios
suponen una reduccién en la sensibilidad y un incremento de la
subjetividad a la hora de identificar cambios que dificulta, por
ejemplo, la demostracién de una relacién con la dosis
administrada. En caso de ser estrictamente necesaria la
evaluacion de las muestras sin identificar los grupos, al menos es
importante conocer los grupos no tratados para poder establecer
lo que se considera variacion normal de la especie o cepay, a partir
de ahi, poner el foco sobre aquellas lesiones, en muchas ocasiones
sutiles, que aparecen sélo en los animales tratados. Aunque si
suelen hacerse revaluaciones ciegas de los hallazgos en tejidos
especificos para ratificar el diagnéstico y la aplicacién de los
grados de severidad de forma consistente.

PROCESADODELAS MUESTRAS

Las muestras se remiten inmersas en fijadores adecuados, en
una proporcién 1:10 (1 parte de muestra por 10 de fijador).
Normalmente se utiliza formaldehido tamponado al 10% o
fijadores especificos para algunos tejidos, como liquido de Bouin
para testiculos y tejidos muy blandos, o Zenker para 6rganos
linfoides. También pueden enviarse en un buffer como el PBS y
refrigeradas si van a procesarse congeladas. En este caso, el
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tiempo que transcurre desde la toma de muestras hasta la
congelacién esesencial.

En el caso de estudios de varios grupos de tratamiento, es
muy importante que las muestras se hayan recogido en una
misma localizacion para evitar la variabilidad. Por ejemplo, si se
toman muestras de cavidad nasal, de pancreas y sobre todo del
sistema nervioso central (SNC), éstas deben hacerse en el
emplazamiento habitual del d6rgano, ya que la composicion
celular puede variar segun la zona, lo que dificultaria la
comparacion de los resultados. Por otro lado, puede ser necesario
reducir el tamafo de la muestra, eligiendo la parte mas
significativa parafacilitar la fijacion.

También el tallado y la orientacién de la muestra a la hora de
elaborar los bloques de parafina o de congelacién deben
realizarse siguiendo unos protocolos estandarizados para cada
érgano, con el fin de conseguir secciones similares de los drganos
y tejidos. En los casos en los que no sea posible, esta circunstancia
debe tenerse en cuenta a la hora de llevar a cabo el estudio
histolégicoy comparar los resultados.

En general, se emplea la tincion de hematoxilinay eosina para
la evaluacion de los tejidos. Sin embargo, pueden ser necesarias
algunas técnicas especiales si queremos poner de manifiesto
algunas patologias, como por ejemplo la fibrosis - para la que se
utiliza la técnica deTricromico de Masson -, la desmielinizacion del
SNC - con la tincién de Luxol Fast Blue -, o depdsitos de
mucopolisacaridos - mediante el Acido Peryddico de Schiff (PAS).
Las técnicas de inmunohitoquimica (IHQ) nos ayudan al
diagnédstico al marcarnos exactamente lo que queremos
identificar, pero tienen el inconveniente de que encarecen mucho
un estudio.

EVALUACION

A la hora de evaluar las preparaciones histoldgicas se pueden
hacer dos aproximaciones, una de tipo interpretativo y la otra
descriptiva. La primera es la que lleva a cabo un diagnostico en
base a las observaciones realizadas, pero también incorporando
datos histéricos y clinicos basados en el conocimiento del
patélogo que la realiza. Este es el analisis clasico de la anatomia
patolégicay el que se emplea, por ejemplo, en estudios de cidncer
ofenotipado de nuevos animales transgénicos.

El estudio descriptivo de las muestras es el mas utilizado en
estudios de toxicologia. En este caso, se trata de recoger una serie
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de cambios microscopicos, lo mas consistentes y objetivos
posibles, que nos permitan establecer las diferencias entre los
grupos de tratamientos.

Asi, un ejemplo de informe interpretativo seriaaquel en el que
se recoge que la lesion presente es una hepatitis. Es un proceso
que afecta a higado y que incluye un incremento del flujo
sanguineo (congestion), salida de plasma y proteinas desde los
vasos (edema), y marginacion y emigracion leucocitaria. Si la
inflamacion se prolonga en el tiempo es una hepatitis cronica y
aparece, ademas, destruccién de tejido de granulacion y/o
fibrosis (cirrosis). Por otro lado, del término hepatitis se pueden
inducir una serie de cambios bioquimicos o clinicos. En un
informe descriptivo, se enumerarian cada uno de estos cambios
por separado para tener un mayor numero de elementos
diferenciales entre los grupos. Este informe suele ser mas objetivo
ya que reduce los errores de concepto de algunos diagnosticos.
No obstante, en estos informes, la interpretacion del proceso
aparece normalmente en la parte de discusion o conclusiones.

Umbrales

Antes de empezar el estudio, el patélogo debe establecer
cudles son los cambios que se van a considerar normales en
relacion con el sexo, la edad, las variaciones anatémicas, y que por
tanto, no van a ser recogidos en el informe. Estos cambios,
denominados umbrales, también aparecen en los animales del
grupo control sin tratar. A partir de aqui, aquellos hallazgos que
superen esos umbrales, seran considerados patoldgicos y
comentadosen elinforme.

Grados de severidad

Junto con la descripcion de la lesion, en el informe aparece el
grado de severidad. En general, se trata de una combinacién de la
distribucion, intensidad de los cambios y extensién de la lesion,
para los que se establecen 4 o 5 valores semicuantitativos (ver
Tabla 1). En algunas ocasiones se puede incluir también el
porcentaje del érgano afectado. Hay que tener en cuenta que el
grado de lesion varia segun el proceso sea agudo o cronico. Para
algunas lesiones, no es posible incluir grados de severidad y
normalmente éstas se recogen en los informes como
presentes/ausentes. Algunos ejemplos serian las neoplasias,
quistes o anormalidades congénitas.

Con los valores obtenidos se puede hacer un analisis
estadistico para ver una tendencia, pero no es aconsejable sacar
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conclusiones globales de estos analisis porque podemos estar
mezclando criterios distintos. Por ejemplo, un infiltrado severo de
neutrofilos en el parénquima renal nos daria un valor de 4 en la
escala semicuantitativa. Este mismo valor lo obtendriamos en una
fibrosis severa en el rindn. Pero ambos hallazgos tienen
significados diferentes ya que, en este Ultimo caso, el proceso esta
probablemente mas avanzado en el tiempo y ha desembocado
en una lesion que es ya irreversible, mientras que en el primero, la
lesion puede aln revertirse. Por esto, al analizar los datos, hay que
tener en cuenta los valores asignados y también lo recogido en el
informe del patélogo.

CLASIFICACION DE LOS GRADOS DE SEVERIDAD DE 1A 4

Grado 0 | Normalidad. En el tejido/ 6rgano analizado no se
observan cambios diferentes a los esperados en funcién
de la edad, sexo y cepa del animal.

Grado 1 | Minimo. Pequefos cambios que exceden a los
considerados normales,

Grado 2 | Medio. Los cambios son evidentes pero su importancia
es menor.

Grado 3 | Moderado. Cambios muy evidentes pero que no ocupan
la mayoria del érgano.

Grado 4 | Severo. Los cambios son completos y afectan a la mayor
parte de la muestra analizada.

Tabla 1.- Ejemplo de tipo de clasificacion de los grados de severidad de las
lesiones (Mannetal,2012).

Modificadores

Ademéds del nombre de la lesion y el grado de severidad, a
veces es necesario incluir informacidon adicional como la
localizacion en el érgano, la distribucién, el tipo o duracién de los
cambios. Son los llamados modificadores (ver Figura 1). El lugar de
la lesién es importante en érganos complejos, en los que una
enfermedad o un téxico pueden afectar a un sitio concreto de ese
érgano. Un ejemplo claro es el encéfalo en el que cada patologia
estd asociada a una localizacion en el mapa, o el higado en el caso
de los toxicos, en el que la patologia del proceso es diferente si la
lesion es cerca del espacio porta (periportal), mediozonal o cerca
delavena centrolobulillar (centrolobulillar).

En cuanto a la distribucion, los términos que normalmente se
usan son:focal, para referirse a una lesién en una area en concreto;

multifocal, si afecta a mas de un foco; y difusa, si la lesion se
encuentra en la mayoria de la muestra analizada. Algunos
patdlogos incluyen el término focalmente extensa para describir
una lesion que afecta a una porcion grande de la muestra pero
aunlocalizada.

Cuando el término usado para describir la lesién es muy
amplio, pueden utilizarse modificadores que restringen su
significado para describir el tipo de cambio. Por ejemplo, la
degeneracion vacuolar puede ser producida por distintos tipos de
sustancias que aparecen en el citoplasma celular: lipidos, agua o
glucégeno. Para reconocerlas y concretar, en ocasiones es
necesario utilizar tinciones especiales como Sudan o PAS, tal y
comoya hemos comentado anteriormente.

Por otro lado, algunas patologias que evolucionan con el
tiempo van acompanadas en su descripcion de los modificadores
agudo, subagudo o crénico. Se utilizan sobre todo en caso de
inflamacion y se relacionan con el tipo de célula predominante:
neutréfilos en las agudas; neutrdfilos con mezcla de células
mononucleares en las subagudas; y linfocitos, células plasmaticas
o macrofagos en las crénicas
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Figura 1.- Ejemplo de nomenclatura para diagnosticar una lesion,
incluyendo los modificadores (Mannetal, 2012).

TIPOS DE LESIONES MAS COMUNES EN LOS ANALISIS
HISTOPATOLOGICOS

En este apartado, vamos a presentar un resumen-
recordatorio de los términos mas frecuentes que se utilizan en los
informes de anatomia patolégica, y que pueden aparecer tanto
en enfermedades espontdneas como en las asociadas a un
genotipo concreto en los animales modificados genéticamente, o
provocadas por un tratamiento en el curso de un experimento. Se
recogenenlaTabla 2.

Alteraciones vasculares

La supervivencia de las células depende de la vascularizacién,
de manera que la alteracién en la circulacion produce una serie de
cambios en la homeostasis hidrica que conllevan lesién. Entre los
hallazgos encontrados a consecuencia de estas alteraciones
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Alteraciones vasculares

Edema
Congestion
Hemorragia
Trombosis
Embolia
Infarto

Acumulaciones intracelulares

Lipidosis
Glucdégeno
Pigmentos

Acumulaciones extracelulares

Amiloide

Sustancia hialina
Cristales de colesterol
Calcificaciones
Metaplasia 6sea

Inflamacion
Aguda
Subaguda
Cronica
Granulomatosa
Muerte celular
Apoptosis
Necrosis Coagulacion
Caseosa
Licuefaccion
Grasa enzimdtica
Autofagia

Cornificacién

Alteraciones del crecimiento

Atrofia

Hipertrofia

Hiperplasia

Metaplasia

Neoplasia  Maligha
Benigna

Tabla 2.- Términos utilizados frecuentemente en anatomia patolégica.

estan: el edema, que es el incremento de liquido en el espacio
intersticial y en las cavidades; la congestién pasiva, con un
aumento del volumen de sangre en el interior de los vasos de un
tejido; las hemorragias (ver Figura 2A), ya con la extravasacion de
sangre (desde petequias si son menores de 2 mm, plrpura entre 3-
5 mm o equimosis entre 1-2 cm); o los hematomas, si la sangre ha
salido del vaso pero estd delimitada por una cdpsula conjuntiva.
La trombosis es laformacion de un codgulo de sangreenunvasoal
que permanece unido por el endotelio, pudiéndose encontrar en
venas, arterias o corazén. Si este codgulo se desprende del vaso
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origina una trombo-embolia. Una embolia es una masa solida,
liquida o gaseosa intravascular que se transporta por la sangre
hasta un lugar distante del punto de origen. Cuando un trombo
desprendido o un émbolo ocluyen un vaso (normalmente una
arteria), tiene lugar una necrosis isquémica del tejido irrigado por
ese vaso que se denomina infarto. La creacion de infartos de
miocardio mediante la ligadura de arterias coronarias es un
modelo muy utilizado para reproducir la lesién humana (ver
Figura 2B).

Figura 2.- A: hemorragia focal en peritoneo en cerdo. B: infarto de
miocardio severo en corazén derata.

Acumulacionesintracelulares

En general, se denomina vacuolizaciéon a los acimulos de
sustancias intracelulares y se afiade el modificador especifico
cuando se conoce sucomposicion, en ocasiones tras la realizacion
de técnicas especificas. Las vacuolizaciones mas frecuentes son
las lipidosis que dan lugar a vacuolas claras, redondeadas y de
tamanos variados, y que hay que distinguir de las de glucégeno
que son mas irregulares, menos definidas, que no desplazan al
nucleo celular y son PAS positivo. Tanto unas como otras son
frecuentes, por ejemplo, en el higado de roedores (ver Figuras 3A
y3B).

Las lipidosis pueden ser de macrovacuolas o microvacuolas.
Normalmente aparecen a consecuencia de alteraciones en el
balance de lipidos en sangre y la presencia de lipoproteinas,
incluyendo entre las causas desde trastornos hepdticos hasta
dietas, estados metabdlicos y hormonales, o incluso ayuno previo
al sacrificio.

Otra acumulacién intracelular son los pigmentos que pueden
ser exdgenos, como la tinta que se emplea en ocasiones para el
tatuaje, y que aparece en macréfagos de la piel y ganglios locales;
o enddgenos, como la melanina que ademds de encontrarse en la
epidermis, retina o iris podemos encontrarla en bazo o meninges.
La hemosiderina es otro pigmento enddgeno de color marrén
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amarillento derivado de la hemoglobina que se acumula en el
interior de las células cuando hay un exceso de hierro o a
consecuencia de unahemorragia.

Figura 3.- A y B: degeneracion vacuolar lipidica cronica, difusa, severa en
higadoderatéonCD1.

Acumulaciones extracelulares

El amiloide es una proteina insoluble que aparece como
acelular, amorfa y eosindfila en las preparaciones. Se deposita
entre las células de diferentes 6rganos y termina por atrofiarlas. Es
frecuente su presencia en el glomérulo renal, ldmina propia del
intestino o turbinas nasales de ratones, y se asocia a procesos
inflamatorios crénicos o neoplasias. La sustancia hialina es
también de naturaleza proteica, acelular y se tifie de rosa con la HE
(ver Figura 4A). Aparece con frecuencia en los glomérulos renales
de losratones C57BL/6 impidiendo su normal funcionamiento.

La presencia de cristales de colesterol se identifica por la
aparicion de espacios claros con forma de agujas cristalinas en
zonas de inflamacién, hemorragia o necrosis (ver Figura 4B).

La calcificacion ocurre en diferentes patologias, con un
depésito andmalo de sales de calcio y otros minerales. La
calcificacion distrofica se asociaazonas de necrosis y se caracteriza
por depdsitos granulares intensamente basofilos que en
ocasiones terminan formando laminas. La calcificacion
metastdsica se produce en casos de hipercalcemia por
hiperparatiroidismo, enfermedades genéticas o neoplasias que
cursan con destruccion de hueso, fallo renal o hipervitaminosis D.
Aunque pueden aparecer en cualquier parte del cuerpo, son mas
frecuentes a nivel del aparato digestivo, rifdn, pulmones y
corazén.

La metaplasia 6sea es la presencia de hueso inmaduro en
cualquier parte del cuerpo. Su origen es desconocido aunque se
asocia a isquemia, hematomas, inflamacién cronica y cambios
degenerativos.
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Figura 4.- A: gloméruloesclerosis en rifdn de ratén CD1 con acimulo de
sustancia hialina, cronica, difusa y severa. B: presencia de cristales de
colesterol en unazona de necrosis tumoral.

Inflamacion /infiltrado inflamatorio

La inflamacion es una respuesta protectora del organismo
destinada a eliminar la causa inicial de la lesion, aunque puede
provocar dafio histologico por simisma.

Como hemos comentado anteriormente, se emplea el
diagndstico de inflamacién (como neumonia, hepatitis, etc.) para
describir un conjunto de cambios en el érgano con una
patogénesis, pérdida de funcionalidad y otras alteraciones
clinicas ya establecidas. Sin embargo, en estudios descriptivos de
toxicologia se usa el término de infiltrado celular, acompafnado de
otros cambios como pueden ser congestién, edema o
marginacién leucocitaria en caso de procesos agudos, o tejido de
granulacion/fibrosis en caso de los crénicos. El infiltrado celular se
acompana de los modificadores agudo, subagudo o crénico en
funcién deltipo celular (ver Figuras 5A,5By 5C).

Muchas patologias que afectan a animales de
experimentacion cursan con inflamacién, incluyendo
microorganismos, toxinas, acciones mecénicas o reacciones
inmunitarias.

Tras la inflamacién tiene lugar la reparacion que puede ser:
regeneracion del tejido, es decir la restauracion de los tejidos a su
situacion inicial; o la cicatrizacién, con la sustitucion del tejido
original por uno conjuntivo (ver Figura 5D). En ocasiones los dos
procesos conviven en lamisma lesion.

Necrosis/muerte celular

Aunque desde el punto de vista bioquimico se podrian
distinguir hasta 13 tipos de muerte celular, desde el punto de vista
morfolégico se describen cuatro tipos: apoptosis, necrosis,
autofagia (rara en células in vivo) y cornificacién (solo para
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Figura 5.- A: higado con inflamacién granulomatosa, cronica multifocal,
moderada en ratén C57BL/6. B: artritis en un modelo inducida con
coadyuvante de Freud, crénica, difusa y severa en ratéon CBA. C:
bronconeumonia aguda multifocal, moderada en ratén C57BL/6. D:
cicatrizacion con tejido conjuntivo en perro.

epitelios estratificados), cada una de ellas con unas caracteristicas
morfologicas especificas. Con hematoxilina-eosina, en ocasiones,
se puede distinguir apoptosis de necrosis, o se pueden utilizar
técnicas de inmunohitoquimica como el TUNEL o anti-caspasas
para identificar las células en apoptosis. Sin embargo, en muchos
procesos, sobre todo en toxicologia, aparecen secuencial o
simultdneamente, dependiendo del tiempo o de la intensidad de
la accién del agente causante y en ese caso, su identificacion en el
microscopio es complicada. Por otro lado, un bajo grado de
apoptosis puede serindistinguible con hematoxilina-eosina.

En la apoptosis (ver Figura 6A), las células presentan picnosis
(condensacion de la cromatina nuclear) y cariorrexis con
fragmentacion del nucleo y formacién de burbujas en las células
con rotura en pequenos trozos (cuerpos apoptdticos). Puede
aparecer de forma espontanea, por ejemplo para regular el
sistema inmunitario o eliminar mutaciones, o inducida por
agentes externos como virus, toxicos, radiaciones, etc.

La necrosis se caracteriza por un aumento de volumen de las
células (oncosis), que provoca la ruptura de la membrana
plasmatica, un hinchamiento de las organelas y una
condensacion moderada de la cromatina nuclear (ver Figura 6B).
Existen varios tipos: necrosis coagulativa, causada por la falta de
oxigeno y consecuente coagulacién de las proteinas celulares,
como ocurre en los infartos de miocardio o nefrosis téxica renal; la
necrosis licuefactiva caracteristica de infecciones bacterianas y
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toxicas en la que predomina la accién de las enzimas; la necrosis
caseosa, practicamente exclusiva de enfermedades como la
tuberculosis o pseudotuberculosis; y la necrosis grasa enzimadtica,
asociadaa procesos de pancreatitis.

Figura 6.- A: apoptosis en las células de un linfoma en ratén C57BL/6
(flechas). B: necrosis central en un tumorimplantado en un ratén NOD scid
gamma.

Alteraciones del crecimiento celular

La reduccion del tamafo de una célula pero manteniendo su
supervivencia se conoce con el nombre de atrofia. Dos ejemplos
clasicos son: la atrofia uterina en ratas y ratones viejos,
consecuencia de la disminucién en la produccién de hormonas
ovaricas o tras la administracién de ciertos compuestos como la
ciclofosfamida; y la atrofia de pancreas exocrino, también en estos
animales al envejecer.

Un crecimiento general de un érgano puede ser debido auna
hipertrofia, que es un aumento del tamano de las células, o a una
hiperplasia, que es un aumento en el nimero de células. Ambas
pueden ser patoldgicas o fisiologicas, y pueden darse al mismo
tiempo. Una de las hipertrofias mas comunes es la de los
miocardiocitos (mas comun en ratén) como respuesta
compensatoria a un dafo en el corazén, por ejemplo tras un
infarto, 0 a senales a nivel molecular como tratamientos
hormonales con esteroides o agonistas 32 adrenérgicos.

La hiperplasia suele estar relacionada con una estimulacion
excesiva por hormonas o factores de crecimiento que estimulan la
mitosis celular. La diferencia con un crecimiento tumoral es que
cesa cuando lo hace el estimulo. Un ejemplo es la hiperplasia
glandular uterina comun en ratas viejas. No hay que confundirla
con la metaplasia, que es la sustitucion reversible de un tipo
celular por otro y que constituye un mecanismo de adaptacién
frente a una agresién, como por ejemplo en las metaplasias
escamosas del epitelio respiratorio en caso de inhalaciéon de
sustanciasirritantes.
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En cuanto a las neoplasias, tradicionalmente se han definido
como crecimientos anormales de las células que continuan
después del cese del estimulo. El estudio de la patogenia del
cancer en los animales transgénicos ha permitido reconocer
oncogenes asociados a determinados tipos de cancer.

En general, los tumores no hematopoyéticos aparecen como
masas focales que hay que distinguir de abscesos o de quistes. La
forma de crecimiento (bien delimitado versus crecimiento
infiltrativo), la morfologia celular y su comportamiento con la
aparicion de metastasis a distancia, es lo que diferencia
principalmente una neoplasia benigna de una maligna. En los
ratones, a diferencia de lo que sucede en otras especies, la gran
mayoria de los tumores metastatizan a través de los vasos
sanguineos al pulmén. A continuacién, aparecen ya en otros
érganos como ganglios linfaticos regionales, higado, etc. (ver
Figura7A).

Los tumores hematégenos como las leucemias o los linfomas
son generalmente difusos y provocan el aumento del tamano de
todo el drgano. En roedores, estos tipos tumorales provocan
aumento de ganglios linfaticos, timo, bazo e higado. En el caso del
bazo, hay que diferenciar si el aumento generalizado de su
tamano (esplecnomegalia) es debido a un tumor o una infeccién
(ver Figura 7B).

Sin entrar en el caso de los animales transgénicos, entre las
distintas cepas y especies existen diferencias en la tendencia a
presentar neoplasias. Por ejemplo, en el caso de los ratones, la
cepa C57BL/6, BALB/C y CD1 tienen tendencia a presentar
linfomas, mientras que la cepa FVB la tiene a los adenomas
bronquioalveolares, de pituitaria y a los tumores de mama.

CONCLUSIONES

Los estudios de anatomia patolégica deben ser realizados por
patélogos expertos, que ademas deben recibir una correcta
informacién del experimento por parte del responsable de los
animales. Este Gltimo es el primer encargado de las observaciones
clinicas, diseccion y procesamiento de la muestra, mientras que el
patologo es el responsable de interpretar las observaciones del
microscopio, poner nombre a la enfermedad y colocarla en su
contexto bioldgico. Lo que los americanos llaman “shopping for a
pathologist” para obtener un diagnéstico de acuerdo con sus
expectativas o el “do-it-yourshelf pathology”, solo lleva a
meteduras de pata que, por desgracia, se han dado con
frecuencia.
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Figura 7.- A: sarcoma indiferenciado con numerosas mitosis en ratén
C57BL/6.B:linfoma enbazo deraton.
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Patologia espontanea en lineas consanguineas
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INTRODUCCION

Desde principios de la década de 1980, el niimero de ratones
empleados en la generaciéon de modelos genéticamente
modificados se ha incrementado exponencialmente a medida
que ocurria la traslacién de estos modelos a las enfermedades
humanas. Las cepas consanguineas de ratones que contribuyen a
la mayoria de estos modelos mantienen un nimero relativamente
grande de patologias espontaneas significativas, a pesar de los
ambientes controlados en los que se mantienen.

Al evaluar a los animales, algunas de las diferencias
anatomicas que podemos observar en los tejidos o en los 6rganos
son naturales y estan asociadas al dimorfismo sexual. Un ejemplo
tipico seria la presencia de epitelio cibico en la capsula
glomerular renal en los machos, que es una caracteristica sexual
secundaria asociada a la presencia de testosterona. Aunque no
son los Unicos, otros ejemplos a tener en cuenta son el menor
tamano de adrenales, la presencia de “Zona X" en la médula
adrenal, el mayor tamafio y produccion de granulos de zimoégeno
en glandulas salivares que se observa en machos, o la
“masculinizacion” de glandulas submandibulares, que se da en
hembras durante los periodos de gestacion y lactancia.

Los factores ambientales, como las interacciones sociales,
también afectan al fenotipo. Destacan aspectos tan sutiles como
la edad de la madre, la posicion de los fetos en el Utero, factores de
estrés fetal, asi como la densidad de poblacién durante y después
dela gestacidn. Esimportante identificar e interpretar la presencia
de cualquiera de estos cambios con precisién y apropiadamente
en el contexto del fenotipado histopatoldgico, eligiendo los
controles adecuados para cada estudio, que idealmente suelen
incluir hermanos de camada de distinto genotipo al estudiado o
animales no tratados.
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PATOLOGIAS ESPONTANEAS NO NEOPLASICAS EN LAS
LINEAS MAS COMUNES

Entre las condiciones no neoplasicas consideradas como
causas que contribuyen alamuerte en las sublineas de 129 se
incluyen patologias que afectan a los sistemas respiratorio,
digestivo y vascular. Cabe destacar la neumonia eosinofilica,
cristalina o por macréfagos acidéfilos, que se encuentra hasta en
un 87% de los animales y con mayor presentacién en hembras. Se
trata de la acumulacion de material cristalino de color rosa
caracteristico (hipereosinofilicos), formando cristales
rectangulares o en forma de pequefas agujas, tanto en el
citoplasma de macrofagos pulmonares, como libres en alvéolos y
vias aéreas. La presencia de este material en otros érganos se
denomina hialinosis y se ha descrito en mucosa nasal, estmago
glandular, vesicula biliar y médula ésea. Puede producir muerte
prematura no asociada al desarrollo experimental y se observa
frecuentemente asociada a otras patologias pulmonares
inducidas, causando confusion en la causa de muerte y en la
interpretaciéon de lesiones. La sobreexpresion de proteinas
analogas a quitinasas (CLPs; chitinase-like proteins),
especialmente Chi3L3/YM1 y Chi3L4/Ym2, son las causantes de
esta condicion.

Figura 1.- Megaeséfago con impactaciéon (superior) y neumonia por
aspiracion secundaria (inferior). Hematoxilina y eosina; 20X.
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Ademds, como causas que contribuyen a la mortalidad en
esta linea cabe destacar el megaesdfago con impactacién (ver
Figura 1) y posible neumonia por aspiracién secundaria, descrita
hasta en el 15% de hembras y el 7% de machos. La inflamacion de
arterias (arteritis) en multiples érganos como el bazo, nédulos
linfoides, corazon o intestino también puede ser causa de muerte
y presenta mayor incidenciaen machos (hasta el 7%).

Ademas de las citadas anteriormente, en esta linea se han
descrito multitud de patologias espontaneas que pueden
encontrarse de forma esporadica y que no se consideran causas
de mortalidad. Se incluyen en este grupo infiltrados inflamatorios
linfoplasmocitarios en diversos drganos, cardiomiopatia
acompanada o no de mineralizacién, atrofia ovarica en hembras
con o sin hiperplasia quistica endometrial, degeneracién tubular
con o sin mineralizaciéon en tubulos seminiferos en machos,
hiperplasia glandular en estdomago, hiperplasia de islotes de
Langerhans en el pancreas, hiperplasia de pituitaria, cataratas y
hematopoyesis extramedular en bazo. Entre las patologias
neoplasicas espontaneas se podrian citar los adenomas de
pulmon (ver Figura 2), que se dan hasta en el 31% de hembras y el
63% de machos, y los teratomas testiculares.

Figura 2.- Adenoma espontdneo de pulmén en ldbulo derecho;
Hematoxilina y eosina, 10X.

La linea BALB/c cuenta con patologias propias asociadas
entre las que destacan las que afectan al sistema cardiovascular,
aparato reproductor y glandulas adrenales. Una de las mas
frecuentes es la calcificacién distrofica cardiaca que se presenta,
microscopicamente, como agregados mineralizados azulados
bajo el epicardioy cuyaincidencia seincrementa con laedad.En la
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linea BALB/c, este hallazgo se observa de forma primaria y
exclusiva en el epicardio de |a pared libre del ventriculo izquierdo.
Otras alteraciones cardiacas incluyen la cardiopatia con
degeneracion miocardica, necrosis, fibrosis, infiltracion
inflamatoria y arteritis. Ademas, se ha descrito la trombosis de
auricula izquierda, con incidencia de hasta el 66% en hembras
reproductoras, y poliarteritis similar a la descrita en la especie
humanay en otras especiesanimales.

En esta linea murina también es frecuente la aparicion de
vagina imperforada asociada a contenido acuoso (hidrometra) o
mucoso (mucdmetra) en la luz uterina. Las hembras afectadas son
infértiles y desarrollan distension progresiva del abdomen vy
regién perineal, por el incremento del tamano del dtero llegando
a confundirse con gestacién. Junto con vagina septada se ha
descrito, hasta en el 38% de hembras en algunos estudios, un
menor indice reproductivo en comparacion con otras cepas.

Mantenidos en condiciones SPF, los ratones de la linea BALB/c
pueden desarrollar lipidosis hepatica, pdlipos uterinos y quistes
ovaricos, atrofia testiculary mineralizacién corneal. Las neoplasias
mas comunes son de tipo hematopoyético con predominio de
sarcoma histiocitico (ver Figura 3) y linfoma folicular de células B
(hasta un 75% de incidencia), pudiendo ser causa principal de
morbilidad o mortalidad en estudios crénicos.
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Figura 3.- Sarcoma histiocitico espontaneo en bazo con presencia
caracteristica de células gigantes multinucleadas; Hematoxilina y eosina,
400X.

La linea C57BL/6 es una de las mejor descritas debido a la
amplia utilizacion de la misma. Presenta caracteristicas
destacables en varios 6rganos con mayor incidencia de
hidrocéfalo que el resto de lineas consanguineas, microftalmia (y
raramente anoftalmia) y presbiacusia, con sordera debida a
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degeneracion coclear progresiva (C57BL/6 homocigotos para
Cdh23ahl). Ocasionalmente presentan malaoclusién. El tamano
del timo es el doble que en el resto de las cepas y su involucién
mas lenta. Por su capa negra, la presencia de melanina es comun
en distintos tejidos como las meninges, el bazo o las valvulas
cardiacas, hallazgo que no debe interpretarse como patologico.

Entre las patologias mas comunes que afectan a estos ratones
cabe citar la nefropatia con presencia de hidronefrosis y
acumulacion de cilindros proteicos en tubulos colectores por
filtracion de proteinas por los glomérulos renales, asi como los
actimulos de células inflamatorias (glomerulonefritis) hasta en el
100% de los animales segln algunos estudios. En machos,
ademds, se puede producir obstruccién del cuello vesical o uretra
proximal con secreciones proteindceas provenientes de las
glandulas sexuales accesorias, condicion denominada Sindrome
Urolégico Murino (Mouse Urologic Syndrome o MUS). En casos
agudos puede ser causa de muerte sin sintomatologia previa.

En piel y anejos se han descrito alteraciones por el exceso de
acicalado (overgrooming) y la alopecia inducida (barbering), que
son comunes a todas las sublineas relacionadas, asi como la
dermatitis ulcerativa (MUD; ver Figura 4), que alcanza una
incidencia del 20% en algunas colonias y se acompana de un
incremento del tamafio de los nédulos linfoides (linfadenopatia),
que en ocasiones pueden confundirse con procesos tumorales.

Dada la amplia utilizacion de esta cepa, a lo largo del tiempo
se han descrito muchas otras patologias compartidas o no con
otras cepas. Entre ellas podrian citarse la neumonia eosinofilica o
la vagina imperforada, asi como las lesiones neurodegenerativas
en hipocampo con acimulo de material granular compatibles con
tauopatia, que podrian constituir un modelo para el estudio de
enfermedades humanas.

Entre las neoplasias, las mas frecuentes son las de tipo
hematopoyético. Son habituales los linfomas compatibles con el
linfoma folicular de células B, que se caracteriza por el incremento
en el tamafo de los érganos afectados antes de los 12 meses de
edad siendo el bazo, los nddulos linfoides mesentéricos, el higado
y ocasionalmente las Placas de Peyer (GALT) el origen de estos
linfomas. También son frecuentes los sarcomas histiociticos de
origen hepético en machos y uterino en hembras.

25

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2015. NGmero 66

Figura 4.- Dermatitis con infeccién secundaria en la que se observan
multiples colonias bacterianas en dermis formando agregados
caracteristicos. Hematoxilina y eosina; 200X.

Entre las patologias que afectan a la linea FVB destaca,
por el cuadro clinico, el sindrome epiléptico letal con presenciade
convulsiones espontaneas o inducidas por diversas causas como
el tatuaje, clipping o los sonidos fuertes como las alarmas de
incendios. Afecta en mayor medida a hembras (8:1) y los sintomas
incluyen muecas faciales, masticacién y ptialismo que
progresivamente evoluciona a convulsiones y muerte. En estos
casos puede encontrarse necrosis neuronal y astrocitosis en
corteza, tdlamo e hipocampo, aunque la toma de muestras y
fijacion de las mismas juega un papel clave a la hora de diferenciar
los cambios histologicos reales de artefactos, especialmente en
este caso debido a la delicadeza del tejido nervioso. La
degeneracion temprana de retina debida a la presencia del alelo
Pde6b™' en homocigosis es otra de las alteraciones espontaneas
de la linea que conviene conocer, ya que puede dar lugar a
confusion en lainterpretacion de resultados de distintas pruebas.

Ademas, la linea FVB presenta, con frecuencia, hiperplasia
persistente de glandula mamaria que puede estar asociada a
adenoma de parte distal de hipdfisis con secrecién de prolactina
(incidencia hasta un 83% en hembras multiparas y un 52% en
nuliparas). Las glandulas presentan un aspecto histolégico similar
a la gestacién o involucién tardia, y raramente evolucionan a
adenomas o carcinomas. Las neoplasias mas frecuentemente
encontradas son los tumores de pulmon.
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CONCLUSION

El uso de ratones en investigacion resulta, con frecuencia, en
la necesidad de un diagnéstico, clasificacion, interpretacion o
descubrimiento de nuevos fenotipos y cambios patoldgicos en
diferentes tejidos. Por ello es fundamental conocer las diferencias
entre los animales con los que se trabaja, asi como las lesiones
espontaneas frecuentes en las distintas lineas consanguineas de
uso comun, que aparecen como consecuencia del
envejecimiento, y de las caracteristicas propias de la cepa en el
curso de los procedimientos. Estas patologias pueden actuar
como variables de confusién a la hora de explicar los resultados
experimentales, y la interpretacion de las mismas sigue siendo un
reto debidoalacantidad de variablesateneren cuenta.
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En un aeropuerto, de camino a una conferencia, mientras
contemplaba la pagina en blanco en mi portatil con bastante
ansiedad, debido a la falta de ideas, y la necesidad de escribir en
espanol, cosa que no habia hecho desde hacia mucho tiempo, una
nifa que no debia tener mas de cuatro afos estaba usando un
iPad con facilidad y total soltura. Una actividad muy normal para
ella. Desde que tiene memoria, los iPad y los iPhone siempre han
existido y siempre los ha usado. Observando a esta nifa me doy
cuenta cuanto ha cambiado todo gracias a los avances
tecnoldgicos y de como un avance favorece que aparezca otro,
alimentandose uno a otro. Tranquilos, no se preocupen, este
articulo es cientifico pero veremos como se han producido
cambios y avances en el cuidado de los animales, especialmente
en el tipo de jaulas, en microbiologia general, y en particular,enla
capacidad para detectar patdgenos y anticuerpos. Al final
veremos en qué situacion estan y hacia donde se dirigen, en un
futuro préximo, el diagnéstico y la caracterizacion de los animales
delaboratorio, especialmente en rata y raton.

A dia de hoy es crucial tener esa perspectiva debido a la
controversia que hay alrededor de la reproduccién y la traslacion
de la investigacion bésica en productos para el uso en humanos
(Halsey et al., 2015; Kafkafi et al., 2014; Clayton and Collins, 2014;
Steckler, 2015).

Utilizamos a los animales como una herramienta adicional en
nuestra investigacién y como toda herramienta, que se emplea
para obtener unas medidas, necesita ser calibrada para eliminar
desviaciones que nos permitan reproducir los resultados. Es
necesario mantener la genética de las cepas de ratones, la calidad
del medio ambiente (niveles altos de amoniaco producen
cambios en el epitelio de la traquea de los ratones; Gamble and
Clough, 1976), vy eliminar patdégenos naturales que causan
cambios y alteraciones transitorias o crénicas de los tejidos, o del
sistemainmunitario.
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Avances en el manejo y el alojamiento

Los animales se han utilizado en investigacion desde hace
siglos. A partir del siglo veinte los animales mas utilizados en
experimentacion han sido los roedores. Paralelamente al uso de
los ratones, ratas y cobayos aparecié la necesidad de estandarizar
sureproducciony el estado sanitario.

Un grupo de veterinarios interesados en los animales de
laboratorio y la creacién del panel de Chicago sobre cuidado
animal (Animal Care Panel, Chicago) fueron cruciales para la
diseminacion de la informacién sobre la salud y el cuidado de los
animales de laboratorio. En trece afios fueron capaces de publicar
la primera guia para el cuidado de animales de laboratorio. Esta
guia, que se encuentra en su octava edicion, alin es la referencia a
nivel mundial (https://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-
Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf).

Las cubetas para ratas y ratones, que se usan como
alojamiento primario, se han ido modificando para mejorar su
produccion, acomodar mas animales, aumentar la ventilacion
para disminuir o eliminar olores, facilitar la limpieza y tratar de
eliminar o, por lo menos, mantener al margen algunos
microorganismos patégenos (ver Figura 1). La evolucion en el
alojamiento que seinicié enlosanos 50aln nose hadetenidoyha
ido desde las primeras jaulas de madera, pasando por las jaulas
metalicas en las que se utilizaron los primeros filtros para eliminar
EDIM de la colonia (Kraft, 1958, 1961), las jaulas de plastico con
tapaderas metalicas que permiten el acceso a la comida y a la
botella de agua, o las tapas de filtro en poliéster de 1975, que
evolucionaron a las tapas de plastico modelado por calor del
2001, hasta llegar, finalmente, a las jaulas ventiladas
individualmente donde el aire, una vez filtrado, entra
directamente en cada jaula y donde los animales tienen acceso
directo a agua filtrada. Ademas, otros avances tales como los
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aisladores rigidos o los aisladores de plastico flexibles y la
rederivacion por cesarea, han permitido la produccién de
animales libres de bacterias y virus de transmisién horizontal
(germ free). La ciencia del animal “germ free” avanzé gracias a un
hombre brillante, el Dr. Trexler, que fallecié recientemente (Trexler
and Reynolds, 1957; Trexler, 1961; Tavernor et al., 1971; Trexler,
1977).

Figura 1.- Coleccion de jaulas para ratones (1940-2000).

Todos estos avances permitieron la produccién de roedores
que no son solamente idénticos genéticamente, sino que ademas
estan libres de un grupo especifico de microorganismos que se
consideran patogénicos. Actualmente, mantenerlos en ese
mismo estado de salud es posible en todos los animalarios donde
se hace investigacion a alto nivel mediante sistemas de jaulas
ventiladas.

Avances Microbiolégicos

Mientras tanto, el mundo del diagndstico en microbiologia
avanzé a un paso casi tan acelerado en animales como en
humanos. Antes de los afos 50, la Unica forma de detectar
bacterias era mediante un cultivo y para determinar la presencia
de un virus habia que cultivarlo. El diagnoéstico serolégico
(deteccion de anticuerpos en suero) empez6 afinales delos 50y a
principios de los sesenta se miniaturizd, lo que permitio su uso en
animales pequeiios, con los que sdlo se podian obtener
cantidades pequerias de suero (0.5 ml), como en el caso de los
ratones. Aun asi, los ensayos seguian siendo muy complejos y
dificiles de estandarizar. Ademas, en muchos casos atin requerian
bastante volumen de suero. En ese momento los ensayos mas
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usados para diagnostico, utilizando suero, eran la fijacion del
complementoylahemaglutinacionindirecta.

En 1975, se usd en diagnoéstico el primer anticuerpo
monoclonal y en 1974, aparecio el ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas (ELISA), en el formato de placa con micropocillos
(Voller et al.,, 1974). Aunque fue creado unos afos antes, en 1971
(Engvall and Perlmann, 1971), pronto se adapté para el estudio
microbiolégico de ratones y ratas con los pocos patégenos virales
aislados y cultivados que habia en ese momento. En 1977, se
introdujeron las primeras laminillas para inmunoflorescencia
cubiertas con Teflon® que permitian pocillos multiples. Estos
avances permitieron la creacién de programas de diagnostico
para roedores, tanto en universidades o centros de investigacion,
como en laboratorios privados. En esos casos, siempre aparecia el
problema de la calidad de los resultados y la necesidad de que en
el resto de laboratorios fuera uniforme ese nivel de calidad. El
problema se resolvié en 1985 con la creacién de bancos de
referencia de sueros para las enfermedades mas habituales.

Durante los primeros afos, se determind la prevalencia de los
distintos patdgenos en las poblaciones, el nimero minimo y la
edad de los animales que debian seranalizados (Hsu et al., 1980).
Se disefaron protocolos para diagnosticar infecciones en lineas
celulares y tumorales que consistian en la inoculacion de esas
lineas celulares en ratones inmunocompetentes vy,
posteriormente, esperar 3-4 semanas para que produjeran
anticuerpos. Una vez llegado a ese punto, los animales se
sacrificaban y se hacia un andlisis serolégico para detectar
anticuerpos frente a virus de raton, que podian portar esas lineas
celulares.

Finalmente, en 1989 (Thigpen et al, 1989) aparecio el
concepto de los animales centinelas. Este concepto se cred
porque era necesario evaluar las cepas de ratones
inmunodeficientes. A lo largo del tiempo ha evolucionado y
actualmente se usa de forma rutinaria en las unidades con racks
ventilados. Estos animales centinelas reciben cama sucia de todas
las jaulas de forma sistematica. Cuando se sacrifican, su suero
refleja los agentes patégenos que se encuentran en cada una de
las jaulas de las que procede la viruta.

Diagndstico hoyydirecciones en el futuro

La evolucion de los racks ventilados en los dltimos 10 afos ha
sido relativamente lenta. Durante esos afios se haincrementadola
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oferta de equipos entre las diferentes empresas y se ha mejorado
técnicamente, convirtiéndolos en equipos mas fiables y
resistentes. Los costes de los equipos han disminuido y eso ha
hecho que se hayan popularizado y se utilicen en muchas
instalaciones (Reebetal., 1997; Reeb-Whitakeretal., 2001).

En cambio, la evolucion de los métodos de deteccion de
patégenos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(Sanchez et al., 1994) el inmunoensayo fluorométrico multiple
(MFIA) (Wunderlich et al, 2011) y la capacidad de secuenciar
genomas y metagenomas (Turnbaugh et al, 2009) de forma
rapiday barata, han transformado el diagndstico y lo han limitado
a laboratorios con capacidad moleculary posibilidad de comprar
equipos de coste elevado.

Adfade hoy, yano nos pasamos horas mirando el pelaje de un
raton en busca de Myocoptes musculinus u otras especies de
acaros. Simplemente, con un hisopo humedecido, obtenemos
una muestra del pelaje de uno o varios ratones y hacemos 90
extracciones de ADN con el robot. De ahi, el robot prepara las
mezclas para la PCR y directamente, las noventa extracciones, van
a la maquina que hace los ciclos de la PCR y obtenemos los
resultados unos minutos mas tarde. Esta técnica no es solo mas

rapida sino que también mejora la sensibilidad. A cambio,
desaparece el placer de observar acaros a través del microscopioy

Figura 2.- Tomando muestras del pelaje de un ratén para determinar
acaros por medio de PCR. El mismo ratén después de ser estudiado bajo el
microscopio resulté tener acaros adultos y huevos. La deteccion de
nematodos por PCR es ahora mas comun que la deteccién por medio de
flotacion. La foto de este Aspiculuris muris fue tomada después de un
estudio confirmativo de una PCR positiva en muestra de heces.
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la posibilidad de confirmar con total certeza su diagnostico. Lo
mismo sucede con otros diagnosticos que se hacian
anteriormente observando preparaciones frescas o flotaciones de
intestino delgado. Con otra extraccion y otras PCRs tendremos
todoslosresultados en pocos minutos (ver Figura 2).

Esto también pasa en el campo de la bacteriologia, en la que
rara vez se hacen cultivos cuando los animales estdn sanos y sélo
se necesita el certificado de “libres de patégenos especificos
(SPF)". La PCR de lavados nasofaringeos es una técnica que se
realiza de forma habitual cuando se busca Mycoplasma pulmonisy
Pasteurella pneumotropica.

Todos estos avances son fantdsticos, rapidos y de alta
sensibilidad, pero los bidlogos moleculares no son parasitélogos
obacteridlogos tradicionales. La falta de conocimiento tradicional
delostécnicos limita la habilidad de detectar nuevos patégenos o
infecciones naturales debidas a bacterias comensales, o que
aparecen después de cirugias, peleas, etc, incluso patégenos
importados (Ritteretal., 2013).

La MFIA nos ha permitido usar cantidades pequenas de suero
para detectar muchos patégenos en un pocillo de una microplaca
(microtitter plate). Incluyendo los controles, podemos estudiar 90
sueros por placay muchas placas al mismo tiempo. Esta técnica es
realmente un ELISA en el que el estado sélido no es el pocilloen el
plato sino micro-esferas que tienen fluorescencia. Estas esferas
vienen en 100 tipos diferentes de fluorescencia y se pueden
mezclar en un pocillo para posteriormente identificarse cuando
pasan individualmente frente a un laser. Distintos antigenos
pueden asociarse con distintas fluorescencias permitiendo un
gran numero de combinaciones por pocillo. Unos pocos
microlitros de suero se mezclan con esferas marcadas con quince
o dieciocho antigenos y se detectan facilmente en aquellos casos
en los que el suero tenga anticuerpos frente a esos antigenos. La
tecnologia de las esferas fue creada y patentada por Luminex® y
esta companfia, de momento, solamente le ha concedido la
posibilidad de comercializar esferas con antigenos murinos a
Charles River (ver Figura 3). El ELISA mas tradicional todavia es util
si se tiene suero suficiente. Esta tecnologia, en combinacion con el
avance y conocimiento del genoma viral, antigenos virales que
producen respuestas humorales, y la habilidad de clonar y crear
proteinas sintéticas, ha permitido preparar antigenos especificos
y poder detectar virus y bacterias de distintas especies de forma
especifica. La necesidad de facilitar el transporte de suero y la
necesidad de detectar anticuerpos en animales vivos en
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cuarentena ha traido, recientemente, el uso del papel de filtro
como medio de recogida y transporte de sueros. Este medio se
utilizé inicialmente para la recogida de sangre en estudios de
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Figura 3.- Equipo que permite leer MFIA. Esferas fluorescentes miradas
bajo el microscopio en un hematocitémetro para poder calcular el
ndmero antes de cubrirlas con antigeno.

infecciones por malaria y tripanosomas en Africa. El papel de filtro
que usamos para recoger sangre de ratones y ratas ya no es el
mismo que se usa para filtrar y eliminar el sedimento de una
suspension, sino que estd disefiado para fijar, sin dafar, proteinas,
anticuerposy en otros casos acidos nucleicos (ver Figura 4).

Los avances en biologia molecular, acompafados de los
avances en la tecnologia de las “micro-esferas” como base sélida
parallevara cabo pruebas seroldgicas, han permitido el ahorro de
costes al requerir menos mano de obra. Estos ahorros sélo se
materializan si se analizan un nimero grande de sueros o
animales.

Los estudiantes de veterinaria actuales, con los que me
relaciono habitualmente, siempre utilizan la determinacion
molecular con PCR para diagnosticar y para ellos, el realizar un
aislamiento de un virus les resulta algo anormal: ;por qué no
utilizamos las técnicas moleculares y como no sabemos qué virus
es, no lo secuenciamos para detectar el “viroma”y asi mirartodo lo
que hay?, porque al finy al acabo ;no se han secuenciado ya todos
los genomas de todos los patdgenos de animales? Y ya que
estamos, ;cual es la aplicacion que me analizara los resultados?
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Figura 4.- Papel de filtro impregnado con sangre de ratén para serologia.
Esta cantidad de sangre permite hacer un panel serolégico completo de
ratén.

Si, los avances en la tecnologia han sido mayores en los
ultimos anos y como la nifia jugando con el IPad en el aeropuerto,
el poder obtener toda esta informacion no solamente es facil sino
quetambién es normal, jes cosa de nifios!
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Pero debemos dejar a un lado el chiste y ponernos serios
frente al proximo avance en animales de laboratorio que va a
tener lugar a nivel de la microbiota bacteriana presente en las
distintas cepas. Se estd demostrando que, dependiendo de la
composicion de la flora bacteriana, la misma cepa de ratén actda
de forma distinta en un modelo de laberinto en los estudios
psicolégicos (Cryan and O'Mahony, 2011), o permanecen
delgados cuando se les suministran dietas hipercaléricas (Kallus
and Brandt, 2012; Ridaura et al., 2013), y que los resultados de un
estudio inmunolégico pueden variar dependiendo de la dieta y el
animalario donde se llevaron a cabo esos estudios (Trompette et
al, 2014; Russell et al,, 2015). La flora bacteriana influye en el
huésped de diferentes formas que ain no entendemos
completamente, pero estd claro que influye. La habilidad de
controlar y determinar la flora bacteriana de los roedores de
laboratorio va a ser la nueva frontera que tendremos que explorar.
Cuando pensabamos que ya lo sabiamos todo.... siempre hay
mas preguntas, poreso elegimos la cienciacomo carrera.
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Controles sanitarios en raton, resultados, centinelas,
sesgo cognitivo y Kahneman

Angel Naranjo Pino
Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC)

“Unavaloracién imparcial de lo desconocido es la piedra de toque de
laracionalidad”(D. Kahneman).

FELASA publicd en 1994 las primeras recomendaciones para
la realizacién de controles sanitarios en ratones y desde entonces,
se hanido renovando - 2002 y 2014 (1) - e introduciendo cambios
con un Unico fin: tratar de conocer la calidad microbioldgica de los
animales con los que se hace la experimentacion.

La principal dificultad para tratar de alcanzar este objetivo en
los animalarios con ratones es su nimero. No es complejo
conocer el estado sanitario de un individuo en un momento dado,
mas alla del factor econémico, pero es méas complejo conocer cual
es el estado microbiolégico de una poblacién y més aln, de una
poblacién con un volumen de 1.000, 10.000, 20.000 6 50.000
ratones que podemos tener en los animalarios. En esos casos, en
los que no podemos evaluar todos los individuos, tratamos de
hacerlo de forma poblacional. Un programa de control sanitario
de un animalario de ratones esta disefiado mas desde el punto de
vista de un epidemidlogo que desde el punto de vista de un
clinico.

“Cuando estds formulando un compromiso que puede tener
unas consecuencias en el futuro, es necesario saber si te van a gustar
esos resultados, o si te gustaria quedarte como estds ahora” (D.
Kahneman)

Cuando nos enfrentamos al disefio de un programa de control
sanitario, lo primero es utilizar el sentido comin y preguntarnos
qué queremos saber. La respuesta habitual es que queremos
saber si estdn presentes una serie de agentes que interfieren con
nuestra investigacion. Esta afirmacion nos lleva a varias
preguntas: jcudl es nuestra investigacion?, ;cudles son esos
agentes?, ;cada cudnto tiempo queremos saberlo?, jcon qué
grado de certidumbre?, jen todo el animalarioigual o depende de
las zonas? Un programa de control sanitario estara condicionado
por las respuestas a estas preguntas.
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Aunque parece la mas sencilla, probablemente la ultima
pregunta sea en muchos casos la mas compleja de contestar.
(Tiene nuestro animalario una zona o varias? ;Qué es una zona o
unidad desde el punto de vista microbiolégico? Una zona o
unidad es un area donde presupongo que los ratones que se
alojan en ella tienen la misma flora microbiocldgica. Es decir, los
animales tienen un contacto entre ellos de forma directa o de
forma indirecta a través del personal, el material, los sitios de
cambio de cubetas, etc. y los agentes que tiene un animal pueden
estar presentes en el resto. En los animalarios con un solo pasillo,
con una o varias habitaciones con ratones alojados en cubetas
normales que comparten el ambiente, el material, los técnicos,
etc, es sencillo de entender que todo ello sea una unidad.
También en el caso de dos aisladores totalmente independientes,
o dos edificios totalmente independientes, resulta sencillo de
entender que tengo dos unidades. Pero no resulta tan sencillo en
animalarios con varias unidades de racks ventilados disefados
para aislar cada cubeta del resto. ;Entendemos por unidades cada
cubeta del rack, cada rack ventilado, o cada grupo de racks? La
respuesta es muy relevante porque de ella dependera el nimero
de muestras que tenemos que coger, y sobre todo aquién afectara
los resultados y las medidas a tomar.

El objetivo del control es obtener al menos un animal positivo
a los agentes que estamos testando. Recordemos que la muestra
que hemos cogido representa a la poblacién de esa unidad y por
lo tanto, si obtenemos un positivo, la poblacién de esa unidad
tendremos que considerarla como positiva aunque individual-
mente haya animales positivos y negativos.

Hasta la aparicion de los racks ventilados y el incremento de
los animales alterados genéticamente, los programas de control
sanitario se basaban en obtener una muestra de animales de la
propia poblacion de la unidad que queremos analizar y tratar de
encontrar al menos 1 animal positivo. Y surge una nueva
pregunta: jcuantos animales o muestras hay que analizar? Esta
pregunta se contesta habitualmente con: 10 animales. Este
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ndmero se ha utilizado para todo sin tener en cuenta de dénde se
obtiene nilos condicionantes que requiere.

El nimero se obtiene al aplicar la formula ILAR (2). Esta
férmula trata de encontrar, con un nivel de confianza del 95%, al
menos 1 animal positivo en una poblacién en la que tratemos de
detectar un agente que tenga una prevalencia alrededor del 30%.
Esta era la prevalencia que se estimaba para los agentes mas
habituales. Esta férmula sélo es aplicable si el agente se distribuye
en toda la poblacion de forma uniforme, si cogemos los 10
animales al azar, si el nicleo de animales es de al menos 100
individuos y sise alojan en lamisma unidad microbiolégica.

Las prevalencias de agentes “histéricos” como el Virus
Ectromelia, Clostridium piliformis (C. piliformis) o el Virus de la
Hepatitis del Ratén (MHV), en sistemas de alojamiento de cubetas
sin cobertor, se sabe que son superiores al 30%. Sin embargo, para
algunos agentes que se han introducido posteriormente en los
controles, como el Parvo Virus de Raton (MPV) o Pneumocistys
murina (P. murina), se desconocen las prevalencias reales, aunque
se sospecha que son inferiores al 25%. Con los sistemas de
alojamiento actuales, con cubetas con cobertory racks ventilados,
los agentes no se distribuyen facilmente, ya que estos mismos
sistemas de alojamiento se disefaron para disminuir las
contaminaciones de los animales y por lo tanto, bajan las
prevalencias de los agentes. Ademas muchas estirpes de raton no
tienen las mismas susceptibilidades a agentes infecciosos y, en
general, las cepas derivadas de C57BL/6 son mas resistentes a
infecciones que el resto de cepas consanguineas.

Por lo tanto, utilizando nuevamente la férmula ILAR, o alguno
de los programas para epidemiologia que podemos encontrar en
la web (3), si se cumplen todos los condicionantes anteriores y
cogemos 2 animales en vez de 10, la probabilidad de obtener al
menos 1 animal positivo es del 51%. Si en vez de 2 animales
cogemos los 10 animales, pero para analizar un agente con una
prevalencia del 10%, la probabilidad sera del 65%. Y si tenemos
animales alojados en rack ventilado y queremos tener una
probabilidad del 95% para obtener al menos 1 animal positivo a
MPV, necesitaremos 298 ratones porque la prevalencia puede
bajar hasta el 1% (4). Recordemos, esto es por unidad o zona,
cogiendo animales o muestras de la poblaciénal azar.

Para complicar aun mas la situacion, en la mayoria de
animalarios no es posible coger animales al azar de la poblacion.
En unos casos porque los animales estan incluidos en un
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experimento, en otros casos porque son animales alterados
genéticamente, dificiles de conseguir y el investigador no puede
desprenderse de ellos, o bien porque sean animales con
alteraciones del sistema inmune y, por lo tanto, es imposible que
realicemos una prueba de anticuerpos. Es importante sefialar que
aunque algunos animales no hayan sido identificados como
inmunodeficientes por los investigadores, pueden tener
alteraciones del sistema inmune que afecten la respuesta por
anticuerpos, haciendo que pruebas disefiadas para ratones con
respuestas”normales”den resultados falsos.

Estos problemas logisticos propiciaron la estrategia de utilizar
centinelas para la realizacidn de los controles sanitarios (5). En la
mayoria de las ocasiones, los centinelas son ratones de cepas no
consanguineas, inmunocompetentes, sencillos de conseguir o
producir, de un estatus sanitario conocido, que permanecen
alojados durante un tiempo en la misma unidad de los animales
que se van a analizar. En la mayoria de los sistemas de centinelas,
éstos reciben viruta usada de las cubetas de dicha poblacién, con
lo que se fuerza el contacto. La utilizacion del sistema basado en
centinelas, al igual que el nimero magico de 10, se aplica en los
animalarios sinteneren cuenta algunos factores.

El primer factor tiene que ver con los animales. Las infecciones
son dependientes de las condiciones del hospedador y los
animales inmunocompetentes son muy poco sensibles a algunos
agentes que afectan a animales inmunodeficientes, como CAR
Bacillus, P.murina, o Corynebacterium bovis (C. bovis) (6).

El segundo factor tiene que ver con los agentes. Algunos de
los agentes que se analizan no se transmiten a través de las heces,
como el Virus Sendai, el virus de la Neumonia del ratén (PVYM),
Pasteurella pneumotropica (P. pneumotropica) (4). Otros agentes,
como MHV, aunque si se transmiten a través de las heces, son muy
poco resistentes en el medio y requieren de heces frescas y no de
viruta con heces antiguas. Los dcaros requieren un contacto
cercano entre animales para poder infectar otros individuos.
Citrobacter rodentium (C. rodentium) y algunos protozoos solo
infectan animales jovenes y no adultos. En el caso de otros
agentes, que si son resistentes en el medio, la excrecién es
intermitente y dependiente de la edad y de la cepa del ratén,
comoen el casode MPV.

El tercer factor tiene que ver con la cantidad de viruta
necesaria para infectar a los animales centinelas. Al afiadir viruta
sucia, estamos diluyendo las heces contaminadas en el volumen
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total de viruta, con lo que la probabilidad de contaminacion de los
animales centinelas disminuye. Dependiendo del agente, se ha
descrito que para que se infecten los centinelas es necesario que
esté contaminada entre el 20 y el 50% de la viruta de una cubeta
(1). En la mayoria de los casos, estos volumenes se han obtenido
en estudios con colonias de ratones en las que practicamente
toda la poblacién estaba contaminada y no en casos en los que
unascubetas estaban contaminadasy otrasno.

Dando ese valor del 20-50% por aceptable, si el volumen de
viruta de una cubeta de rack ventilado esta alrededor de 1.000 cm’
y el volumen de viruta externa que hay que afnadir es de alrededor
de 500 cm’ (50% del total), ;de cuéntas cubetas podemos
transferir viruta sucia a una cubeta de centinelas? De acuerdo a
algunas publicaciones, las recomendaciones varian entre 30 y 50
cubetas por cada cubeta de centinelas (1). Es decir, el volumen que
se transferird de cada cubeta a la del centinela estard entorno de
10y 15 cm’ (30-50 cubetas). Esta cantidad representa el 1-2% del
volumen de cada cubeta y la dilucion es tan alta que sélo seremos
capaces de infectar los centinelas cuando haya un nimero muy
alto de cubetas infectadas dentro de la poblacién. Para complicar
alin mas la situacién, en muchos centros las cubetas se cambian
quincenalmente en vez de semanalmente y se aprovecha ese
momento para realizar las transferencias de viruta, con lo que el
descenso del nimero de veces que ponemos en contacto viruta
“contaminada”y centinelas, también reducird las posibilidades de
contaminacion.

Por lo tanto, aunque el nimero de centinelas por unidad
dependa de varios factores, es evidente que uno de ellos tiene que
ser el nimero de cubetas que formen cada unidad. Si no tenemos
ese numero en cuenta, no les podremos afiadir viruta de todas las
cubetas aladelos centinelas. Esimposible poneren contactouna
unidad de 1.000 cubetas con sélo 2 cubetas de animales
centinelas Por esta razon, en el caso de que el programa de control
sanitario se realice con centinelas, el nimero de cubetas de la
unidad por cubeta de centinelas es una de las informaciones que
deberia acompanar a los informes sanitarios para evaluar el nivel
de confianza de los resultados.

La adopcidn de los sistemas de control sanitario a través de
centinelas, que se ha popularizado en los ultimos anos, se ha
debido no sdlo a la dificultad para tener acceso a animales de la
colonia y a la aparicion de los racks ventilados, sino también a la
falta de recursos. De alguna forma, se han tomado los centinelas
no como individuos de la propia unidad, a los que forzamos a
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tener contacto con los individuos de la poblacion transfiriendo
viruta y saltando asi los sistemas de alojamiento actuales que lo
impiden, sino como “detectores magicos”. En vez de 10 animales
por unidad, se analizan 2 centinelas y se reducen los costes. ;Por
qué pensamos que esos 2 animales centinelas son una muestra
suficiente y son diferentes a los animales de una poblacién en la
quelosagentesinfecciosos estan distribuidos?

Existen diferentes programas para el calculo del tamafio de la
muestra necesaria para detectar al menos un animal positivo (3).
En todos los casos, el calculo de la muestra dependera, como ya
hemos comentado en pérrafos anteriores, del nivel de confianza
que queramos tener, de la prevalencia del agente y también de la
sensibilidad y la especificidad de los andlisis que utilizamos para el
diagndstico. Cada uno tiene unas caracteristicas de sensibilidad y
especificidad que no debemos ignorar.

Vedmoslo con un ejemplo: los resultados de una
determinacion con una prueba de diagndstico a una poblacién de
1.000 individuos, en la que el 50% estaban infectados por un
agente X, han dado los valores recogidosenlaTabla 1.

Tabla 1
Infeccién por el
agente X
Infectados No
Infectados
Prueba | Positivos 475 (a) 35(b) 510 (a+b)
frente al
agente X
Negativos 25 (c) 465 (d) 490 (c+d)
1000
500 (a+c) 500 (b+d) (a+bcid)

La sensibilidad (SE) de una prueba mide su capacidad para
detectar animales positivos dentro de la poblacion de animales
infectados. En este caso, se han detectado 475 positivos de los 500
animales infectados analizados; es decir, la sensibilidad ha sido de
un 95% (475/500 =95; ver Tabla 2). Por otra parte, la especificidad
(ES) indica el porcentaje de animales identificados por el analisis
como negativos del total de animales no infectados. En nuestro
ejemplo, se han detectado como negativos 465 de los 500 no
infectados, es decir la especificidad ha sido del 93%
(465/500=93%),.
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Dicho de otro modo, la sensibilidad nos dice que la prueba
detectara al 95% de los animales que estén infectados y los dara
como positivos, pero también puede dar como positivos animales
no infectados. En este caso, la probabilidad de que un animal
infectado no de positivo (falso negativo) es muy baja.
Exactamente igual en el caso de la especificidad, en el 93% de los
casos de animales no infectados la prueba los dard como
negativo, pero también puede dar como negativo animales
infectados (falsos positivos). En este caso, la probabilidad de que
un animal noinfectado dé positivo es muy baja.

La sensibilidad y la especificidad nos indican la probabilidad
de cometer errores, pero cuando nosotros realizamos los andlisis
desconocemos qué animales realmente estan infectados y cudles
no, y aunque sepamos los valores de sensibilidad y especificidad,
lo que necesitamos saber es qué relevancia o fiabilidad tienen los
resultados.

Tabla 2

Infeccion por el agente X

Infectados No Infectados

Prueba
frente al

Positivos 475 (a) 35(b) 510 (a+b}

VPP=475/510=93. 1%

agente X | Negativos 25(0 465 (d) 490 (c+d)

VPN=465/490=94.9%

500 (a+c) 500 (b+d)

1000

(a+b+c+d)

SE:a/(a+c)=95%  |ES:b/(b+d)=93%

Volviendo a nuestro ejemplo (ver Tabla 2), la proporcion de
animales realmente infectados que habia entre los que dieron
positivo fue de un 93.1% (475/510) y el nimero de animales no
infectados que dieron negativo fue de un 94.9% (465/490). Estos
dos valores se conocen como Valor Predictivo del Positivo (VPP) y
Valor Predictivo del Negativo (VPN), y nos dicen la probabilidad de
que el animal que dé positivo esté realmente infectado y el animal
que dé negativo realmente no esté infectado.

ElValor Predictivo Positivo (VPP) y el Valor Predictivo Negativo
(VPN) son valores muy importantes cuando realizamos las
pruebas de diagnostico. A diferencia de los valores de sensibilidad
y especificidad, que se calculan en los laboratorios y que suelen
permanecer constantes, los valores de VPP y de VPN no lo son.
Cambian y dependen directamente de las prevalencias de los
agentes. En nuestro ejemplo, lainfeccion porel agente X teniauna
prevalencia (proporcion de infectados de toda la poblacion en un
momento dado) del 50% [(a+c)/(a+b+c+d)]. La prueba tenia una
sensibilidad del 95% (SE) y un Valor Predictivo del Positivo del
93.1% (VPP).
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Veamos ahora un escenario diferente (ver Tabla 3) con una
poblacién total de 5.000 individuos en la que nuestro agente X,
debido a los sistemas de alojamiento de los animales, ha variado
su prevalencia pasando del 50% al 10%. La sensibilidad de la
prueba sigue siendo del 95% (SE), al igual que en la poblacion
inicial, pero el Valor Predictivo Positivo es ahora del 60.1% (VPP),
muy por debajo del 93.1% de la poblacién anterior. Por tanto, el
descenso de las prevalencias hace descender el valor predictivo
del positivo.

Tabla 3
Infeccién por el agente X
Infectados No Infectados
Prueba Positivos. 475 (@) 315(b) 790(a+b) | VPP=a/(a+b)=60.1%
frenteal
agenteX | Negativos 2500 4185 (d) 4210(c+d) | VPN=d/(c+d)=994%
500 (a+c) 4500 (b+d) 5000
SE:alfat=95% | ES:bAlbsd)=oate | @D

Incorporemos estos conceptos a una situacion real. Una
unidad que aloja 1.000 ratones, con un programa de control
sanitario basado en la utilizacion de solo 2 animales centinelas a
los que se trasvasa viruta, y con el que tratamos de detectar al
menos un animal infectado por un agente que esperamos que se
transmita por las heces, con una prevalencia del 10% (la
prevalencia de los agentes transmitidos por la viruta de centinelas
baja drasticamente), realizando unas pruebas con una
sensibilidad y especificidad del 95%. Si obtenemos un resultado
negativo, el nivel de confianza, utilizando la formula ILAR (2),
estard en torno al 18%. Si obtenemos un resultado positivo, el VPP
de una prueba con una sensibilidad del 95% y especificidad del
95% con un agente de una prevalencia del 10% sera del 67.8%. Por
esta razon, tanto los resultados positivos como los negativos
obtenidos utilizando un programa como el descrito
anteriormente pueden no reflejar el estado sanitario de la colonia
y ofrecer un nivel de confianza muy bajo.

“A menudo no somos conscientes de la poca informacién que
tenemos, y si no somos conscientes de esto, entonces tenemos el
fenémeno del exceso de confianza. La confianza no es un juicio, es un
sentimiento” (D. Kahneman)

En el programa de control sanitario se determina también
cada cuanto tiempo queremos tener resultados. En la mayoria de
las ocasiones, dependera del riesgo de contaminacion de la
instalaciony de larelevancia de lainterferencia de los agentes que
se analicen con los resultados experimentales. La mayoria de los
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animalarios cuentan con instalaciones minimas que aislan a los
animales del exterior y el principal factor de riesgo a tener en
cuenta son otros ratones o muestras bioldgicas. Si hay entradas
frecuentes de ratones externos o muestras bioldgicas, el riesgo de
introducir agentes no deseados se multiplica. La forma mas
eficiente deinfectar ratones es con otros ratones o con muestras
biolégicas. En general, ponemos mucho énfasis en barreras poco
relevantesy sin embargo, prestamos menos atencién al control de
los ratones o de las muestras que introducimos en nuestro
animalario. Aunque los informes sanitarios que los acomparien
pueden darnos una vision de la colonia, esa vision, como hemos
visto, puede no serreal a nivel individual.

Las recomendaciones de FELASA establecen programas con
controles cada 3 meses para aquellos agentes con mayor
incidencia en los Gltimos afios, cada 12 meses para otros agentes
con una baja incidencia y para un tercer grupo de agentes, lo fija
dependiendo de las necesidades de cada instalacion. Esta
cadencia representa un consenso del tiempo necesario para que
en el caso de que entre un agente en una instalacion, éste se
distribuya por los animales y seamos capaces de detectarlo con
animales de la colonia tomados al azar o por animales centinelas.
Por lo tanto, un resultado positivo en un control sanitario rutinario
puede no darunaimageninicial de lainfeccién sino, mas bien, una
consolidacion del agente en la colonia. Por el mismo
razonamiento, para descartar que un agente se ha eliminadodela
colonia, dependiendo del programa, puede que no sea suficiente
con sélo un resultado negativo inmediato, sino que tendremos
que esperar un periodo de tiempo que nos permita confirmar que
el agente se ha eliminado realmente. La mayoria de los
tratamientos frente a nematodos eliminan los parasitos adultos y
las formas larvarias, pero no las formas de resistencia que, pasado
un tiempo, reinfectan a unos pocos animales. Esto provoca que
durante varios periodos, los controles sanitarios den resultados
negativos y cuando ya se han infectado un ndmero alto de
cubetas vuelvan a aparecer resultados positivos.

En instalaciones en las que no se reciben animales de fuera ni
muestras bioldgicas sin analizar durante los experimentos porque
tienen sistemas de todo dentro-todo fuera, se pueden establecer
programas en los que se realicen controles al inicio y al final del
experimento. Pero en aquellas instalaciones en las que se reciban
animales externos frecuentemente, sera necesario incrementar la
frecuencia de los controles o establecer sistemas de transferencia
deembriones paraintroduciralos animales.
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Aunque las recomendaciones de FELASA hacen distinciones
de frecuencia de los controles entre diferentes grupos de agentes,
en la actualidad, los laboratorios de diagndstico han desarrollado
técnicas que permiten analizar muchos agentes en una o pocas
pruebas. Para los animalarios, la diferencia de coste entre
determinar un agente o un grupo amplio es muy reducida.
Igualmente se pueden chequear varios animales en la misma
prueba usando muestras agrupadas (pool de muestras). La
tentacion de reducir costes agrupando muestras de un nimero
amplio de animales debe de ponderarse teniendo en cuenta los
umbrales de detecciéon de cada prueba. Los laboratorios de
diagnoéstico validan sus andlisis para unos niveles de corte de
concentracién de anticuerpos en suero. En otras palabras, si
hacemos diluciones que sobrepasen estas concentraciones nos
darén como resultado falsos negativos. Igualmente, las pruebas
de PCR son capaces de detectar un nimero minimo de copias en
las muestras, pero ese numero minimo puede ser diferente
dependiendo de losagentes, delos analisis y de los laboratorios.

Aunque las pruebas desarrolladas en los laboratorios son
cada vez mas especificas sin perder sensibilidad, siempre existe la
posibilidad de tener resultados falsos positivos que lleven a tomar
medidas prematuras. Como norma general, en caso de un positivo
debemos volver a analizar la muestra con la misma técnica y en
caso de confirmarse el resultado, debe de repetirse el analisis con
otratécnica, a ser posible de una especificidad mayor y aplicar una
|6gica Bayesiana. La probabilidad conjunta de que dos técnicas,
en las que la segunda tenga una especificidad alta, den positivas
sube el valor predictivo del positivo (VPP). Aun asi, para
confirmarlo, se debe analizar un niimero alto de animales que
hayan estado en contacto con el animal que ha dado positivo,
porque en algunas ocasiones tenemos falsos positivos por
contaminaciones de las muestras.

Conforme se han ido describiendo agentes que
interaccionaban con resultados experimentales en modelos de
ratones, sobre todo en ratones alterados genéticamente, éstos se
han ido afadiendo al listado de agentes a controlar con una
filosofia de prevencién. En algunos casos, se han incluido agentes
como el Norovirus Murinoe (MNV) que solo afecta a unas pocas
estirpes de raton, como los KO del gen STAT1, con una deficiencia
concreta en inmunidad innata. En otros casos, se analizan
bacterias y hongos que son ubicuos, como Staphylococcus aureus,
Pasteurella spp. o P. murina, que en muchos casos dan resultados
negativos en las pruebas que se utilizan de rutina y sélo tienen
relevancia cuando aparecen en casos clinicos. Incluso se han
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incluido agentes para los que nunca se han descrito interacciones
con lainvestigacion, como Trichomomas spp. o Entamoeba murisy,
en cambio, otros que si han demostrado ser patégenos, como C.
bovis en ratones desnudos, no se incluyen. Con el aumento de la
identificacion de la microbiota de los ratones, aparecen
periédicamente nuevos candidatos de agentes a controlar, como
las Bacterias Filamentosas Segmentadas (SFB) que, aun formando
parte de la flora intestinal de los ratones, ya se plantea su posible
interferencia con lainvestigacién en algunos articulos (6).

Actualmente la barrera entre qué agentes son “buenos”y qué
agentes son “malos” es demasiado gruesa. Para la mayoria de los
animalarios, cualquier agente es considerado“malo”. No tanto por
su interferencia con la investigacién sino mas bien por no tener
problemas de rechazo debidos a los resultados del control
sanitario en el intercambio de animales. Esto conlleva un doble
gasto: los recursos para controlar multiples agentes y los
necesarios para mantener multiples barreras, cuestionables en
algunos casos, que impidan el paso de estos agentes.

Muchos investigadores se plantean si los resultados de los
experimentos con ese tipo de animales, en los que se han
eliminado agentes que formaban parte de sufloray mantenian un
equilibrio con el hospedador, son reproducibles en otros centros.

A pesar de los inconvenientes descritos, los informes
sanitarios nos dan una aproximacion a la situacion microbiolégica
de los animales que utilizamos en experimentacién. Dichos
informes no deberian ser simplemente un listado con unos
resultados sobre unos agentes que nos remite un laboratorio de
diagndstico. Con esos datos, una persona externa que evalta ese
informe y que desconoce el sitio de alojamiento y las unidades
microbiolégicas, el nimero de muestras enviadas de dicha
unidad, los resultados anteriores, sison centinelas o animales de la
unidad, etc. no puede hacerse una idea de cudl es el estado
microbiolégicoreal de losanimales.

Los informes sanitarios deberian incluir el programa de
control sanitario y reflejar las recomendaciones de FELASA en
referencia al formato en el que se describen las unidades, los
resultados, las pruebas, los laboratorios y los resultados histéricos.

Todos los esfuerzos que se llevan a cabo tratando de mejorar
la calidad de los experimentos y conocer mejor la flora
microbiolégica que acompana a los animales van también en esa
direccién. Quizas la linea entre qué agentes son aceptables y
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cuéles no deberia ser mas fina. Es imposible controlar todas las
interacciones entre los individuos y los microorganismos que les
rodean, y definir cudles son esos microorganismos no implica
eliminarlos de suentorno.

Como hemos visto, en las colonias de ratones en las que no se
pueden analizar todos los individuos sino una muestra
representativa, conocer el estado sanitario de la colonia es un
proceso complejo que no se puede resolver con soluciones
sencillas que incluyan “s6lo”realizar unas determinadas pruebas a
unos pocos animales centinelas.

El programa de control sanitario se veria enriquecido si
incluyéramos a los resultados, las pruebas y necropsias realizadas
a animales que se vayan a eliminar de la colonia, los de aquellos
animales que muestren signos clinicos y los de los controles
medioambientales en filtros de racks, etc. Los responsables en
salud deben ampliar los enfoques a la hora de planificar los
controles sanitarios, deben conocer cuales son las patologias
esponténeas en ratones para diferenciarlas de las causadas por
agentes infecciosos y deben tener en cuenta que periédicamente
aparecen nuevos agentes que debemos detectar para definir la
flora microbiolégica de los animales.

“Nuestra conviccién placentera de que el mundo tiene I6gica se
basa en un principio seguro: nuestra casi ilimitada habilidad para
ignorarnuestraignorancia”(D.Kahneman; 8)
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Reportaje

Los inicios de SECAL

con Carmina Fernandez Criado,
Javier Palacin y Jordi Canto ¢

Un grupo de colaboradores de la revista Animales
de Laboratorio (Marta Giral, Lola Garcia Olmo, Maria
Granada Picazo y Lara Sedd) se retine con Carmina
Fernandez Criado, Javier Palacin y Jordi Canté (socios
namero 2,5y 6 de la SECAL, respectivamente), que han
tenido la amabilidad de quedarse un rato a charlar,
recién terminada la VI Jornada de la SECAL, celebrada
en Barcelona.

Aungque ellos se definen -entre risas- como “la tercera
edad’, en realidad estamos a punto de escuchar a la memoria
vivade laSECAL, tan entusiasta y activa como hace 25 aiios.

Animales de Laboratorio (ADL): Recordadnos qué paso
hace 25 afios. ;De dénde partimos? ;Cémo fue todo?

Carmina Fernandez Criado (CFC): Cuando yo empecé a
trabajar, por el afo 1975 o 1976, los profesionales del animal de
laboratorio estdbamos absolutamente solos. No nos conociamos
entre nosotros, no sabiamos nada, no habfamos recibido

Foto: Lara Sedo

formacion en la carrera. Y llegamos a un puesto de trabajo sin
conocimientos de ningun tipo. La primera gente a la que yo
conoci fue en Barcelona, en los cursos que organizaba el CIPCAL,
sobre“ratayratéon”.

Jordi Canté (JC): Si, aqui [en Barcelona] habiamos hecho una
especie de SECAL, con laminima inversién de energiay de dinero,
y queriamos que fuera algo muy &gil. Habfamos detectado que
habia una serie de responsables de animalarios y de
investigadores interesados en el tema en distintos dmbitos, y lo
que queriamos era poder empezar a trabajar aun sin tener dinero,
ni sede social ni estatutos. Constituimos lo que se llamo
oficialmente el CIPCAL (Comité Interasociativo Promotor de las
Ciencias del Animal de Laboratorio). Tuvimos muchas sesiones
previas internas y, cuando vimos que todos haciamos mucho
pero nadie sabia nada, dijimos: hay que ponerse manos a la obra.
Y como la mejor manera de aprender es ensefando, empezamos
a organizar estos cursos a los que aludia antes Carmina. Iban
dirigidos en principio al &mbito de Catalufia, en donde habia ya
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mucha gente interesada, pero finalmente se hicieron extensivos a
otragente,ydeahisurgiola conexion.

Javier Palacin (JP): Los que estaban mejor organizados eran
los de Barcelona porque la industria farmacéutica, la quimica y la
alimentaria eran mucho mas fuertes e integraba mas la inquietud
sobre el animal de laboratorio. EIl germen del animal de
laboratorio estaba ahi; en Madrid estdabamos muy
descoordinados.

CFC:En los cursos de Barcelona fue donde nos conocimos los
de Madrid, que ibamos cada uno por su lado. A raiz de eso,
empezamos a reunirnos en el Colegio de Bidlogos de Madrid para
contarnos los problemas que teniamos jY es que no teniamos ni
idea de animalesde laboratorio!

JC: En definitiva, cuatro aficionados con problemas que
ibamos a llorar juntos y a ver como avanzabamos... Esto fue el
inicio.

ADL: Y a raiz de todo eso, se decidi6 formar una
asociacion...

CFC: Si, pronto nos planteamos la posibilidad de constituir
una sociedad. Desde Madrid, mandamos informacion a gente de
otras CC.AA.y organizamos unareunion en el CSIC, en Serrano, ala
que asistimos unas 100 personas. Habia mucha gente a la que no
conociamos. Sin embargo, los cursos del CIPCAL fueron por los
anos 77 y 78 y las primeras reuniones para constituir la SECAL
debieron ser por el 83-84... Pasaron muchos afos todavia entre
unacosayotra.

El grupo de Madrid lo lideraba Carlos Bellver, que fue el que
escribié a mano los primeros estatutos. jRecuerdo que los tuve
que pasar al ordenador y ni siquiera sabia cdmo encenderlo! Asi
que empezamos a constituir la SECAL y tuvimos que poner 1.000
pesetas cada uno, porque no teniamos ni para sellos. Teniamos
que imprimir toda la documentacion y difundirla para darnos a
conocer. Cuando organizamos el primer congreso, la cuota la
pusimos a 5.000 pesetas.

En el ano 1989 se constituyo la SECAL oficialmente. El padre
de Javier, que se acababa de jubilar y era el tnico que tenia
tiempo, fue a hacer los tramites del NIF. Cada uno se
encargabade unacosa.
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Yo, por ejemplo, hice la primera base de datos con un bedel
que sabia un poquito de informatica, y la teniamos en un disco
blando. jMe salié toda con minusculas! Luego empezé a meterse
gente que sabia ya un poquito, y se hizo la primera revista de la
SECAL, ala que llamamos el "NO-DO" Jordi se encargaba de hacer
el listado delo que publicaban las revistas internacionales.

Ah, y hablando de otras cosas: el logo de la SECAL. Del
logo se encargd Pablo Jorge, del Hospital Ramon y Cajal, y lo
hizo un delineante del Hospital. jNo sabemos ni su nombre!
Derepentevinoundiaconellogo,“ellogodela SECAL".

Cuando lo vimos, no dudamos en quedarnoslo. Incluso nos
felicitaron las sociedades europeas. A mediados de los 90 se quiso
cambiar, pero la propuesta no prospero.

ADL:Y al poco de constituirse la sociedad, ya se organizé
el primer congreso. Debié desertodo unreto...

CFC: Lo hicimos en Madrid, en 1990, en la Facultad de
Biolégicas. Por supuesto, no existia el correo electrénico, pero si
habia fax. Y a mi aquello me parecia un milagro... jLas
comunicaciones del congreso se enviaban por faxl... Pero pasados
dos o tres meses, jese fax se velaba! En ese primer congreso nos
paso de todo. Llevaba todos los materiales del Congreso en el
maletero de mi coche v, de repente, jel coche desaparecio! Y yo
me decia:“iDios mio, que se lo haya llevado la gria! jQue no me lo
hayan robado!” Se lo habia llevado la grda la noche antes. Casi me
da un infarto. Pero el congreso fue un gran éxito. Fue el primer
dinero que tuvimos “sélido” en la SECAL. Asistieron unas 300
personas, incluyendo gente de otros paises. Y habia 15 6 20
stands.

ADL: En esa época, se constituyo en Espaia otra sociedad
con objetivos similares a la SECAL, la llamada Sociedad
Espanola de Experimentacion Animal (SEEA). Las relaciones
no siempre fueron fluidas entre ambas asociaciones. Pero
ipor qué la SEEA termind desapareciendo y la SECAL en
cambio cumple ahora 25 aios?

JP: Yo creo que, desde el principio, nosotros tuvimos mas
claro dénde se queria ir. Queriamos ser participes de lo que se
estaba tratando de hacer. Tenfamos muy poquito crédito porque
aun éramos algo incipiente, sin apenas sedimento. El ganar
crédito frente a las instituciones oficiales que, l6gicamente, no
querian tener dos interlocutores, era muy dificil.
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Teniamos muy clara la importancia de las personas que
nos tenian que representar, asi que no tuvimos duda en
nombrar a Eduard Gonalons como primer presidente.

Los profesionales que estabamos en aquel momento
teniamos los objetivos muy claros, y sabiamos que la gente mejor
formada estaba en Catalufa y que Gohalons tenia que ser la
persona que lo iniciase, aunque quizas hubiera personas con mas
carisma.

JC: Se cuidé mucho el aspecto de la imagen que debiamos
dar ante la Administracion. Y también teniamos clara otra cosa, y
es que nos teniamos que hacer un curriculo que empezaba con
muchos afos de retraso con respectoala SEEA.Y sabiamos queen
un plazo de un par de afos teniamos que ser capaces de
presentarnos y decir: esto es lo que hemos hecho, los socios que
tenemos, los actos internacionales a los que hemos ido, los
grupos de trabajo en que hemos participado, las revistas que
editamos, los cursos de formacién que hacemos, el nimero de
alumnos que han pasado por ellos, etc. Esto es lo que permitio
definir el interlocutor a la Administracién, porque seguramente
nosotros pusimos masempeno que la SEEA.

. - i
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ADL: ;Qué cambios percibis desde que la SECAL se
constituyé hasta la actualidad? ;Percibis una evolucion
siempre positiva? ;O hay algo que creéis que pueda estar
derivando negativamente?

JP: La SECAL ha crecido de forma muy arménica. No se
han visto protagonismos dentro de las Juntas de Gobierno,
desde el primer dia de trabajo a la gente no se le ha puesto
ninguna traba y se le ha dado toda clase de facilidades para
garantizar la continuidad.

Ha habido muy buenos profesionales, no sélo desde el punto
de vista directivo, sino en su conjunto. Yo diria que ha crecido con
ganas.
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CFC: Para mi, una de las mayores diferencias es que antes
trabajabamos tres o cuatro. Ahora trabaja todo el mundo, y
ademas con gusto.

JC: No tengo datos actualizados de la proporcion de
categorias profesionales (o de funciones, como define ahora el
nuevo Real Decreto) de los socios de la SECAL.

Pero uno de los objetivos que siempre hemos tenido, y no
sé si hemos avanzado adecuadamente, es el de incorporar a
mas gente de la que trabaja como personal cuidador y
técnico.

Aunque siempre se ha querido una Unica sociedad para todas
las categorias, y nunca se ha prohibido el ingreso a nadie, creo que
hay que trabajar en estrategias para incorporar de pleno a estos
profesionales. En mi experiencia, siempre que he intentado
animar a las personas de este ambito que han colaborado
conmigo para que conocieran el tema, apuntandolos a cursos,
congresos, etc., no he conseguido consolidarlo. Es una poblacién
muy pequefa. Supongo que hace falta hacer conocer la
existenciade laSECAL, y también hacer ver ala gente de lo util que
les puede resultar sivan a seguir trabajando en este campo.

JP: En algunos paises, como el Reino Unido, hay asociaciones
de técnicos y cuidadores de animales de laboratorio. Aestoesalo
que habria que llegar, porque quien mejor va a cuidar al animal es
el cuidador. Y si eso falta, quizas la revista u otros medios de
difusion, deberia encontrar ahi un hueco en donde ellos puedan
acudir para encontrar parte de lo que necesitan profesio-
nalmente.

ADL: Por ultimo, ;cual pensais que es el secreto de que
esta sociedad se siga manteniendo con ese espiritu de
colaboracion, sin escisiones, ni conflictos?

CFC: Un factor diferencial importantisimo fue que la SECAL
nacid con el espiritu de que todo el mundo participara en ella,
desde el cuidador hasta el catedratico, o el director de un
animalario. No habia distingos. Aqui siempre se han integrado
todos, nunca se ha planteado otra cosa. En el primer Congreso de
la SECAL recuerdo que el entonces presidente de FELASA, al ver
que nos llevabamos todos tan bien, dijo “qué bien, una sociedad
enlaque no hay primadonnas’”.

JP: Otra cosa que aglutind mucho fueron las facilidades de la
formacion dentro de los animalarios, porque eso hizo crecer
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profesionalmente a las personas y ganar prestigio. A mi me recibié gente, yo recibi a
gente, vosotros seguramente también...

...El haber pasado por un sitio determinado les hacia ganar cohesién e
identificarse mas con la profesion. Ademas, la poca informacion que recibiamos
(cursos de formacién u otras actividades en el extranjero) la repartiamos y
difundiamosinmediatamente.

Y hubo otro hecho importante. En un momento determinado, antes de salir el Real
Decreto (hablamos del afio 1985), el Ministerio de Educacion y Ciencia cred un comité de
representantes de investigadores y del mundo del animal de laboratorio. En una reunién
entre Administracion y comité se plante6 que para ser director de un animalario habia
que tener el doctorado y una serie de publicaciones concretas, o haberse formado en
centros de referencia en el extranjero. Ninguno de nosotros tres, por ejemplo, podiamos
serloen ese momento...

CFC: Javier asistia a estas reuniones del Ministerio y nos alerté de este tema. Dimosla
voz y, entonces, el Instituto de Toxicologia de Madrid convocd una reunién en el
Ministerio para presentar el Decreto que estaba a punto de salir. Eramos unas 300
personas en esa reunion; vino todo el mundo. Los del Ministerio se quedaron
paralizados porque no sabian qué era aquello. Les dijimos que si eso seguia adelante,
ninguno de los alli presentes iba a poder trabajar en su actual puesto. Asi que se paralizd
eltema.

JP: Es algo que ya se nos ha borrado, pero cred una cohesién de identificacion y de
compaierismo tremendo. A partir de ahilas cosas empezaron a rodar de otra forma. Fue
fantastico.

CFC: Yo creo que esa manera de ser la ha conservado la SECAL, y no ha habido
protagonismos.Y sequimos llevdndonos todos bien.Y la cantidad de amigos que hemos
hecho...

JC: Una cantidad de amigos que se puede ver a través de SECAL-L y a través de
las jornadas y congresos, que cuando uno pide si alguien sabe algo de un ratén
determinado, note lotraenacasaporque nodeben tenertiempo... (risas)

Y es que el espiritu de todos los socios es el de echar una mano a todos los que pidan
ayuda, y un poco mas.Y otra cosa que alin conservamos y que hay que mantener -y que
nadie se entere - es que ya empezamos a saber bastante. Porque esta sensacion de que
vamos retrasados, de que hemos empezado tarde, de que cuando aqui hemos hecho el
primer curso, en Francia ya lo hacian poco después de la Revolucion, de aquella“guerra”
de hacer curriculo, etc., nos ha estimulado a hacer muchas cosasy aapuntarnos atodo.Y
esto ultimo lo han comentado sociedades de fuera y organismos. En FELASA, cada vez
que se queria crear un grupo de trabajo, tenian que sacar a gente de SECAL. Esta
sensacion de “me he quedado retrasado’, “me quedé corto’, mantiene nuestro nivel de
actividad. Hay mucha gente pensando qué mas puede hacer y en qué mas se puede

implicar. Esto, y el compaferismo de verdad, el de ayudar, es lo que tiene la SECAL.
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Implante subcutaneo (heterotopico) y ortotopico
de tumores de pancreas para la generacion
de xenoinjertos derivados de pacientes

Camino Menéndez, Natalia Baros, Yolanda Durdn,
Victoria Bonilla y Pedro P. Lopez-Casas

Unidad de Investigacién Clinica de Tumores Digestivos (Programa de Investigacion Clinica)

Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)
INTRODUCCION

Los modelos de xenoinjertos derivados de pacientes con
cancer (las siglas en inglés son PDX) se generan mediante el
implante de fragmentos tumorales humanos en ratones
inmunodeprimidos. Estos modelos animales son de gran utilidad
en la investigacién oncolégica y pueden tener una repercusion
importante en el tratamiento de los pacientes (1). El proceso de
generacién de un PDX comienza con la recogida de la pieza de
tumor en la cirugia oncolégica y su examen por un
anatomopatdlogo. El patélogo proveera de una fraccion de tumor
viable, que no comprometa el diagnéstico y, a continuacion, la
muestra donada sera procesada para suimplante.

Existen dos técnicas habituales de implante del tumor en el
raténinmunodeprimido: el implante subcutaneoy el ortotépico -
ver (2) para una revision. En el primer caso el fragmento de tumor
se situa bajo la piel del flanco del ratén, en la regién paravertebral
dorsal de la mitad posterior. En el caso del implante ortotopico, el
fragmento de tumor se emplaza en el érgano homdlogo al del
que procede el tumor; en nuestro caso es el pancreas.

Estos modelos preclinicos son esenciales para el desarrollo de
nuevos farmacos antitumorales; ademads, permiten el rastreo de
marcadores moleculares diagndsticos, pronosticos y predictivos
de respuesta a farmacos, y son de gran utilidad para la
implementacién de medicina personalizada(1,3).

CONSIDERACIONES BASICAS ANTES DE EMPEZAR CON LA
TECNICA

® Todo el material quirirgico deberd estar esterilizado
mediante autoclave.

e Se utilizard un Unico juego de material quirdrgico por animal
sometido al procedimiento.
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* Todo el procedimiento quirurgico se llevara a cabo en una
cabinadeflujolaminar, en condiciones estériles.

e En caso de realizar la técnica en una linea de animales con
pelo, proceder al correcto rasurado del area anatémica de
trabajo.

EQUIPOSY MATERIALES

o Hembras de la linea de ratén atimico Nude-Foxn1 (nu/nu), de
5-6 semanas de edad.

e Equipo de anestesia (vaporizador de Isofluorano) con cdmara
deinduccién (ver Figura 2A).

e Cabinadeflujolaminar.

e “Plasticware”: Falcon de 15 ml, microtubos de 1.5 y 2 ml,
placasde 100 mmyde 6 pocillos.

e Micropipeta Gilson P-1000y puntas.

» Medio RPMI 1640y Penicilina/ Estreptomicina.

e Etanol 70% o solucion desinfectante parasuperficies.

e Gasas.

¢ Toallitas desinfectantes de alcohol isopropilico.

* Buprex (Buprenorfina: 0.05 mg/kg; volumen de inyeccion: 4
ml/kg).

e Suerosalino(0.9% NaCl).

s Jeringasyagujasdeinsulina.

e Matrigel.

e Hielo.

* Material quirtrgico para pequeno animal (Tijeras, pinzas,
bisturies).

e Grapadoraquirdrgica, grapas (9 mm)y quitagrapas.

o Suturareabsorbible 4-0 paraelimplante ortotdpico.

e Marcadorde oreja paraidentificacion de los animales.

e Bata,guantesymascarilla.
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PROCEDIMIENTO

1) Preparacion de los implantes: Se utilizara medio de lavado,
que consiste en 5 ml de antibiético (Penicilina/ Estreptomicina) en
500 ml de RPMI 1640. En una placa de 6 pocillos se lava la pieza
tumoral (ver Figura 1A) dos veces en el medio de lavado. A
continuacién, en una placa de Petri de 100 mm se fragmenta el
tumor con un bisturi, hasta conseguir piezas clbicas de
aproximadamente 2 mm de lado (ver Figura 1B). Se consiguen
tantas piezas como ratones se pretenda implantar (ver Figura 1C).
Los fragmentos de 2x2x2 mm® se embeben en Matrigel (extracto
proteico rico en elementos de la matriz extracelular con funcién
nutricional y de sostén del implante), en un microtubo de 1.5 0 2
ml (ver Figura 1D) y se mantienen en hielo a una temperatura
entre 0°C y 4°C (por encima de este rango de temperatura el
Matrigel solidifica).
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anatoémica de trabajo, en concreto la region dorsal posterior, con
toallitas desinfectantes de alcohol isopropilico. Se practica una
pequena incision con las tijeras en la piel de la regidn
paravertebral dorsal posterior en un flanco, abriendo un“bolsillo”
subcutaneo con la punta de las pinzas o con el extremo de unas
tijeras (ver Figuras 2D y 2F). Se introduce un pequefio fragmento
de tumor humano (2x2x2 mm?®), previamente embebido en
Matrigel (conservado en hielo entre 0°Cy 4°C de temperatura), en
el bolsillo subcutdneo que se ha preparado (ver Figuras 2G y 2H).
Finalmente, se suturan las incisiones cutdneas con grapas de 9
mm (ver Figuras 2|y 2J).

Cuidados postoperatorios: El animal se mantendra caliente y
monitorizado hasta que recupere la consciencia tras retirar la
mascara de anestesia (ver Figura 2K). En el caso de que se
identifiquen sintomas de dolor, se administrara analgesia
(Buprex) cada 8-12 h.Las grapas se retiraran despuésde 7 dias.

Figura 1. Preparacién del implante. A: Pieza representativa de tumor de
pancreas. B y C: Fragmentacion del tumor en implantes de forma y
tamano homogéneo. D: Inclusion de losimplantes en Matrigel.

2) Cirugia:

2.1.)Implante subcuténeo.

Se coloca el animal en la cdmara de induccion del equipo de
anestesia (Isofluorano al 3-3.5% - ver Figuras 2A y 2B). Una vez
inducido, el animal se traslada a la plataforma quirtirgica y se le
adapta la mascara de anestesia al hocico para mantenerlo
anestesiado (Isoflurano al 2-2.5%). El animal se coloca en decubito
prono. Antes de comenzar la cirugia se administra la analgesia:
inyeccion subcutaneade 0.1 mlde Buprenorfina (Buprex) a0.0125
mg/ml (dilucién en suero salino) en el cuello, con una jeringuilla
de insulina (ver Figura 2C). A continuacion, se desinfecta el drea
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Figura 2. Procedimiento de implante subcutédneo. A: Equipo de anestesia
(vaporizador de Isofluorano). B: Cdmara de induccién mostrando dos
ratones ya anestesiados. C: Administracion subcutanea del analgésico
(Buprex). D: Incision en la piel con las tijeras en el flanco derecho. E:
Diseccion del plano subyacente a la piel para la preparacién del bolsillo
subcuténeo. F: Imagen de la apertura resultante del bolsillo subcutaneo.
G y H: Extraccion del implante del bafio de Matrigel e introduccion del
mismo en el bolsillo subcutaneo. I: Sutura de la incisién con grapas de 9
mm. J: Comprobacion de la localizacion del implante en el bolsillo tras su
colocacion (indicado por una flecha). K: Animal despierto en la jaula, tras
la cirugia, en este caso con implante bilateral.
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2.2.) Implante ortotépico en pancreas.

Se coloca el animal en la cdmara de induccion del equipo de
anestesia (Isofluorano al 3-3.5%). Una vez inducido, el animal se
traslada a la plataforma quirtrgica y se le adapta la mascara de
anestesia al hocico para mantenerlo anestesiado (Isoflurano al 2-
2.5%). El animal se coloca en decubito lateral, mostrando el lado
izquierdo del cuerpo. Antes de comenzar la cirugia se administra
la analgesia: inyeccién subcutanea de 0.1 ml de Buprenorfina a
0.0125 mg/ml (dilucion en suero salino) en el cuello, con una
jeringuilla de insulina (ver Figura 3A). A continuacién, se
desinfecta el area anatdmica de trabajo, la region dorsal
paravertebral izquierda, con toallitas desinfectantes de alcohol
isopropilico (ver Figura 3B). Se identifica la region de la piel bajo la
que queda situado el bazo (por transparencia en el ratén atimico
desnudo) y se practica una pequefa incision con las tijeras en la
misma (ver Figura 3C). Posteriormente, se practica otra incisién
con las tijeras en la pared muscular del abdomen que ha quedado
expuesto, hasta alcanzar la cavidad abdominal (ver Figura 3D).
Suavemente se extrae el bazo hacia fuera con las pinzasy éste a su
vez arrastra, en su salida, al pancreas (ver Figuras 3E y 3F). El tejido
pancreatico expuesto se despliega, extendiéndolo como si fuera
una sabana. Seguidamente, se coloca un pequeno fragmento de
tumor (2x2x2 mm’), previamente embebido en Matrigel
(conservado en hielo entre 0°Cy 4°C de temperatura), en la region
central del pancreas desplegado y se envuelve con el mismo
hasta preparar una especie de paquete. Se practica un punto de
sutura reabsorbible que incluya el paquete de tejido pancreético
yelfragmento de tumor (ver Figuras 3Gy 3H). Seintroduce todoel
paquete, junto con el bazo, en la cavidad abdominal. Finalmente,
se sutura la incision en la pared muscular con 1 o 2 puntos de
material reabsorbible (ver Figura 3I) y la incision cutanea con
grapasde 9 mm (ver Figuras 3Jy 3K).

Cuidados postoperatorios: El animal se mantendrd caliente y
monitorizado hasta que recupere la consciencia tras retirar la
mascara de anestesia. Se administrara otra dosis de analgesia
(Buprex) 24 h después de la cirugia. Las grapas se retiraran
despuésde7dias.

ASPECTOS A TENER EN CUENTA UNA VEZ FINALIZADA LA
TECNICA

Una vez realizado el implante de los tumores en los animales
esimportante disponer de un método de seguimiento apropiado
para evaluar el crecimiento de dichos tumores. En el caso del
implante subcutédneo, el volumen tumoral se monitoriza
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Figura 3. Procedimiento de implante ortotdpico. A: Administracién
subcutanea del analgésico (Buprex) con el animal ya inducido en
decubito lateral (lado izquierdo expuesto) sobre la placa quirdrgica. B:
Desinfeccion del drea anatémica de trabajo con una toallita impregnada
en alcehol isopropilico. C: Incision en la region de la piel bajo la que se
identifica el bazo por transparencia (lado izquierdo) y exposicion de la
pared muscular abdominal. D: Incisién en el plano muscular para acceder
a la cavidad abdominal. E: Extraccion cuidadosa del bazo, con el arrastre
subsecuente del pancreas. F: Humectacion de los érganos expuestos con
suero salino. G y H: Colocacion y sujecion, mediante sutura reabsorbible,
del implante al pancreas. I: Sutura de la incision en la pared muscular
abdominal mediante 1 0 2 puntos de sutura reabsorbible, J y K: Sutura de
laincision enla piel con grapasde 9 mm.
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mediante la medida de los diametros del tumor (mayor y menor)
utilizando un pie de rey (calibre). En el caso de los implantes
ortotépicos en pancreas, la evolucion del tumor se monitoriza
mediante estudios deimagen por ecografia.

Los animales deben ser sacrificados, como criterio de punto
final humanitario, cuando los tumores alcancen un tamano de
1.500 mm’.
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Esterilizacion de residuos patogenos en animalarios BS1-3

Javier Alonso Gémez
Director Técnico Ingeclima Grupo Albian

Este articulo, basado en un caso practico de validacion de un
ciclo de esterilizacion de residuos sanitarios, trata de las
dificultades asociadas a la esterilizacion eficaz de los residuos
contaminados con agentes patégenos en animalarios, asi como
delasdificultades intrinsecas del envasado seguro, el transporte y
la descontaminacion eficaz.

En los animalarios y centros de experimentacion en los que se
trabaja con patégenos, se generan residuos que tienen que ser
gestionados de forma segura hasta su completa esterilizacion.

Estos procesos de recogida y gestion estan regulados por una
legislacion especifica de Comunidades Auténomas,
Ayuntamientos y otros organismos publicos que describen: los
procedimientos de segregacion, la clasificacion, las caracteristicas
de los envases de recogida para cada tipo de residuo y su
identificacion, el almacenamiento intermedio, el circuito de
transporte interior de los residuos y, en su caso, la recogida y el
transporte extracentro para su posterior tratamiento y/o destino
final.

La normativa vigente sobre gestion de los residuos sanitarios
(tipificados como Grupo Il en la Comunidad Auténoma del Pais
Vasco y Grupo lll en el resto) exige que, al menos, sean recogidos
en bolsas, que requieren para su transporte un
acondicionamiento previo en contenedores rigidos y estancos
que deben etiquetarse con el pictograma de “bio-riesgo” de los
residuos biocontaminados (ver Figura 1).

Habitualmente, para la gestién extracentro se utilizan
contenedores de polietileno duro de alta densidad o similar con
cierre irreversible estanco. Esta evidente necesidad de los
contenedores es la que hace especialmente dificil el proceso de
esterilizacion por autoclave.

El tratamiento tradicional, recogido en la normativa vigente,
es la esterilizacion por autoclave. Para ello tenemos que
asegurarnos queen el proceso de esterilizacion se consigue:
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Figura 1.- Preparacion de muestras, bolsas y contenedores rigidos para
una validacién.

- Eliminartodas las formas vegetativas de las bacterias,
micobacterias, hongosy esporas de hongos.

- Eliminarlos virus.

- Eliminarlas esporas del Bacillus anthracis.

En general, tenemos que validar el proceso de esterilizacion
para la casuistica mas desfavorable, en la que tenemos que incluir:
el estudio del tipo de residuo, tipo de envase primario (bolsa y
cierre) y envase final para el transporte (caja rigida de cierre
irreversible).

En la nueva normativa encontramos que se aceptan
recipientes semirrigidos, que se cierran de manera queimpiden la
apertura accidental. En cada caso, es recomendable un analisis de
los riegos parajustificar el recipiente elegido.

En cualquiera de los casos, los diferentes formatos de envase,
que pueden llegar a una autoclave para su esterilizacion, tienen
que ser sometidos a un proceso de validacién, ya que no hay
evidencias de que un ciclo de autoclavado pueda servir para
todos los formatos de envases.
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Validacion del ciclo de autoclavado

Para los ensayos de validacién inicial de un ciclo de
autoclavado, debe ajustarse el ciclo del proceso hasta que al
menos tres pruebas consecutivas cumplan con los criterios de
reduccion logaritmica exigidos. Los parametros operativos
correspondientes a las pruebas exitosas (tiempo de exposicion,
temperatura y presioén) deben documentarse. Las condiciones
operativas para todas las cargas futuras, incluidos los tipos de
envases, deberan respetar dichos parametros y, a su vez, deberan
registrarse.

Para realizar esta validacion, se utiliza una prueba de
provocacion microbiolégica mediante el empleo de indicadores
biolégicos autocontenidos de esporas de Geobacillus
stearothermophilus, embebidas en portadores, que se colocan
dentro de una bolsa con residuos y de su caja correspondiente,
para demostrar una reduccién de las esporas bacterianas igual o
mayora4Log10.

Un indicador biolégico autocontenido (SCBI) es una tira de
esporas dentro de un recipiente que a su vez contiene un medio
de cultivo dentro de una capsula interna precintada. Se utiliza un
tapdn perforado junto con un filtro hidréfobo que actiia como
barrera bacteriana. El recipiente se coloca dentro de una carga
testigo y se recupera una vez finalizado el tratamiento de
esterilizacion.

Para la realizacion de las pruebas de validacion, se utiliza una
varilla a la que se ata el indicador biolégico adecuadamente
etiquetado (ver Figura 2).

Setienen que colocar tantos indicadores bioldgicos como sea
necesario, en funcion del tamaro de la autoclave y de su formato
de carga, paratener una muestra adecuada de todo el volumen de
lacarga.

El ciclo de esterilizacion de la autoclave (ver Figura 3) tiene
quetenerlas siguientes fases:

1. Fase de Presurizacion — Roturade bolsasy cajas.
2. FasedeVacio - Roturade bolsasy cajas.

3. Fase de calentamiento.

4. Tiempo de estabilizacion.

5. Fase de Esterilizacion -Tiempo de exposicion.
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Figura 2.- Preparacion de los indicadores bioldgicos para la validacion de
unciclo.

6. Fase de Condensados.

7. Fasede Secadoy Enfriamiento.

8. Final del Ciclo.

Las primeras fases de presurizaciéon y vacio son de especial
importancia, ya que son las gue permiten romper los envases en
los que hemos colocado los residuos. Las cajas rigidas de cierre
irreversible tienen que ser sometidas a niveles de vacio de hasta
-850 mbar para conseguir deformarlas, romper su estanqueidad y
permitir, de ese modo, la adecuada penetracién del vapor en su
interior.
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Figura 3.- Gréfica de ciclo validado.
Es significativo que los resultados de un ciclo validado, conlos

formatos de carga descritos, nos llevan a tiempos de ciclo de 2
horas, siendo de vital importancia las fases iniciales de rotura de




cajas y bolsas. No obstante, estos tiempos son orientativos y
dependen de las caracteristicas técnicas de cada autoclave.

Durante el proceso de validacion, se coloca una sonda
inmersa en el interior de la carga para tomarla como temperatura
de referencia (ver Figura 4). Esta sonda permite observar durante
el proceso de validacion la diferencia de su medida con la
temperatura medida en el interior de la camara de la autoclave.
Diferencias de hasta 10 y 15 °C durante las primeras pruebas, sin
rotura de cajas, indican que la caja y su estanqueidad funcionan
como un aislante térmico condicionando enormemente el
proceso de esterilizacion. Tras ajustar las consignas de vacio y
sobrepresion de las fases 1y 2, y conseguir deformar las cajas (ver
Figura 5) y romper las bolsas interiores, se observa que las
temperaturas de la cdmara y de la sonda de inmersion de la caja
acaban coincidiendo, lo que supone una apertura eficaz de las
cajasy las bolsas enlas dos primeras fases delciclo.

Figura 5.-Cajas deformadastras el ciclo de autoclave.
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Conclusiones

1. Para garantizar la seguridad en el transporte de los residuos
patégenos de un animalario tenemos que utilizar una caja
rigida de cierre irreversible, seglin la normativa fijada para
cada Comunidad Auténoma.

2. Este tipo de cajas, estancas, hacen que la penetracion del
calor de la autoclave hasta el interior de la caja sea baja,
cuando no hay garantias de haber podido abrir por
deformacioén la caja en las primeras fases del ciclo de
autoclavado.

3. No es evidente que un ciclo de esterilizacion sirva para
todos los formatos de envases en los que se transportan los
residuos con carga patogena. Debe haber una validacion para
cada caso.
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Comunicar bien para investigar mejor

Enrique Sueiro

Doctor en Comunicacion, asesor y autor del libro “Comunicacion y
ciencia médica: investigar con animales para curar a personas”
(CSIC)

www.enriquesueiro.com

Habla el que no sabe y el que sabe no habla. Revertir esta triste
realidad es posible y muy necesario para el progreso social. Guste o
no, la opinion publica de hoy es la legislacion de manana y, en ese
sentido, configurala sociedad del futuro.

Saber comunicar es una habilidad particularmente dtil en el
ambito cientifico. Las consecuencias de comunicar bien la
investigacién con animales no se reducen a una mera
capacitaciéon personal. Conllevan beneficios en pardmetros tan
tangibles como la financiacién, el apoyo institucional y la
relevanciainternacional.

Como sucede a menudo, percibimos necesidades formativas
en modo curativo, después de que ha estallado una crisis; cuando
hacerlo en formato preventivo resulta mas eficaz y menos
doloroso, incluso més econémico. Algo asi debieron de pensar
algunos de los muchos implicados, personales y corporativos, en
el caso del Hospital Northwick Park de Londres. Seis voluntarios
sanos que participaban en un ensayo clinico para probar un
farmaco experimental estuvieron al borde de la muerte por los
efectos de las dosis que recibieron, 500 veces inferiores a las
previamente suministradas con éxito a monos.

El caso afade complicacion al implicar no sélo al Hospital
Northwick Park de Londres, donde se realizaron los ensayos
clinicos; sino también a la compafia estadounidense Parexel,
responsable de las pruebas; la farmacéutica alemana TeGenero,
que desarrollé el nuevo producto (el anticuerpo monoclonal
TGN1412); y la Medicines and Healthcare products Regulatory
Agency (MHRA).

Formarse también para comunicar

Formarse seriamente para comunicar investigacion con
animales sensibiliza para afrontar con seguridad situaciones de
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controversia. Es el momento de ser capaces de armonizar la
conciencia de estar contribuyendo a mejorar la vida de muchas
personas con la habilidad de transmitir esa realidad de forma
convincente.

Una premisa que puede desconcertar es que la mejor
comunicacién es la que empieza por escuchar con voluntad de
comprender. De ahi que cuanta mayor hostilidad exhiba un
determinado publico, mayor esfuerzo debemos poner en
escuchar. Comprender no supone justificar, ni mucho menos
apoyar. Solo al comprender somos capaces de razonar desde el
punto de vista del interlocutor, enfoque decisivo para una
comunicacién eficaz de nuestra postura.

Tras la premisa de escuchar, un primer criterio pasa por la
conveniencia de adelantarse. Tomar la iniciativa, ademas de
transmitir liderazgo, facilita establecer el marco argumental,
priorizar los elementos de debate social que mas nos interesen y
ganar tiempo. El silencio sélo es lo mas prudente en ciertas
ocasiones. Ademas, limitarnos a reaccionar ante criticas nos
convierte sutilmente en el sustantivo propio de ese verbo:
reaccionarios. La actitud contraria, sinembargo, forja lideres.

Datos, contexto y emociones

Una vez formados y concienciados de la importancia de
adelantarnos a comunicar (y no sélo reaccionar), tres son los
elementos que debemos conjugar con maestria: datos, contexto
y emociones. Los primeros son, quiza, los mas sencillos porque
forman parte de la esencia de la investigacion biomédica. Aun asi,
yerran estrepitosamente quienes basan su comunicacion
cientifica sélo en los datos, que deben seleccionarse con cautela
para que un exceso de informacion no se convierta en generador
de confusién.

Entre los datos oportunos para recordar figuran los avances
hoy cotidianos —aunque apenas para parte de la humanidad-
alcanzados gracias a experimentos con animales: vacunas,
transfusiones, trasplantes, analgésicos, anestesias, etc. Muchos
desconocen que en 1921 se descubrié la hormona insulina,
gracias a las investigaciones de Frederick Banting y Charles Best
en el pancreas del perro. Al ser una enfermedad incurable, los
tratamientos conseguidos han supuesto un alivio para millones
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de enfermos en todo el mundo que han pasado de tener que
morir por diabetes a poder vivir con diabetes.

Tampoco esta de mas repasar la lista de Premios Nobel de
Medicina y comprobar que la mayoria utilizé animales para
alcanzar los hallazgos de los que ahora se benefician tantas
personas... ytantosanimales.

Contextualizar: hacer explicito loimplicito

Los datos, por tanto, ayudan a comprender una realidad que
es poliédrica, multicolor y cambiante. Por eso los datos requieren
un contexto de interpretacion, como refleja el conocido chiste
que contaba los resultados de cierto ensayo en ratones: el 33% se
curd, el 33% murio y el tercer ratdn se escapd. También en
biomedicina, el porcentaje no es una referencia fiable si la
muestra no es significativa.

Contextualizar implica muchas veces hacer explicito lo
implicito y recordar ciertos criterios integrados en la conducta
profesional de muchos especialistas de la experimentacién con
animalesy, sinembargo, ignorados por el publico general. Uno de
esos casos puede ser el criterio de las 3Rs: reemplazar los animales
por otros métodos eficaces de verificacion siempre que sea
posible, reducir al minimo imprescindible el nimero de los
utilizados, y refinar el trato y las condiciones de animales de
laboratorio.Tanimportante como saberlo es practicarlo.

Ademas de los datos y su contexto, no menos decisivas son las
emociones que se transmiten y las que se perciben, que no
siempre coinciden. Un principio elemental de comunicacion
recuerda que lo decisivo no es lo que yo digo, sino lo que los
demas interpretan. Aqui el componente emocional juega un
papel determinante, como bien saben y practican los grupos que
se oponen a la investigacion con animales. Entre los muchos
testimonios que recopilé durante mis investigaciones, el de Laura
Cowell me resulta de la méxima eficacia. Esta joven paciente
declara: “Para controlar mi fibrosis quistica y diabetes tomo
diariamente entre 50 y 70 comprimidos, dos inyecciones de
insulina y dos nebulizadores. Esas medicinas se han probado
antesen animales, por lo que estoy muy agradecidaalas personas
yalosanimales.Sin ellos, estaria muerta”.

La gestion de las emociones se torna tan crucial en la
comunicacién que autores como Lukaszewski hablan de las
matematicas de la realidad, que desglosa en 15% de hechos y
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85% de emociones y percepciones. Porcentajes al margen,
minusvalorar esta combinacion garantiza fracasos comunicativos
casial 100%.

Comunicar bien la investigacién con animales requiere
también dosis de autocritica para reconocer errores y malas
practicas cuando se produzcan y se denuncien, como en
cualquier ambito profesional.

Gracias a la investigacion doctoral descubri realidades que
me resultaban dificiles de creer y que contradecian algunos
presupuestos que, por ignorancia, me ubicaban en ideas y
sensibilidades equivocadas. Después de leer sus libros, tuve la
suerte de mantener un encuentro personal con Peter Singer en
Nueva York. Por eso coincido con él en denunciar aberraciones
cometidas en el pasado contra los animales al amparo de la
ciencia. Me parecen abusos impropios de la condicion humana.
Le agradeci que, con sus libros, me abriera los ojos y la mente en
un asunto desconocido para mi hasta entonces. Ese nuevo
conocimiento me llevd a cambiar de opinidn, por el elemental
motivo de que yo desconocia una verdad. La ignorancia
estrangulaba mi sensibilidad sobre el respeto que merecen esos
seresvivos.

Identificar publicos clave, tomar la iniciativa y actuar con
cautela

Conversando con el profesor de Princeton comprobé cémo
estimulan los didlogos enriquecedores cuando buscamos
honestamente la verdad. Junto con algunos puntos en comun,
también constaté diferencias sustanciales. Afos después de
conversar con el profesor Singer, aln hoy trato de entender su
postura, pero no alcanzo a asimilar su equiparacion entre
animalesy seres humanos. Asi se lo dije.

Comparto mas bien la idea de Kant cuando afirma que“en el
reino de los fines todo tiene un precio o una dignidad. Aquello
que tiene precio puede ser sustituido por algo equivalente; en
cambio, lo que se halla por encima de todo precioy, por tanto, no
admite nada equivalente, eso tiene una dignidad”. El profesor
Singery yotambién hablamos de dignidad... y discrepamos, pero
seguimos buscando nuevas verdades y, por tanto, abiertos a
cambiar de opinién.

También en el ambito anglosajon, debo gran parte de mi
aprendizaje y experiencia de comunicacion en el ambito de la
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investigacion con animales a la Understanding Animal Research
(UAR) cuya pagina web ofrece uno de los espacios mas completos
y solventes que conozco (www.understandinganimalresearch.org.uk).

Editado porla UAR, A Researchers’ Guide to Communications es
de los mejores documentos publicados por una entidad
profesional centrada en este campo cientifico. Pretende
contribuir a la mejora comunicativa de universidades y centros de
investigacion sin atraer la atencién de maneraindeseada.Con ese
objetivo propone una actitud proactiva y transparente en la
difusion de informacién, de manera que fortalezca la confianza y
elapoyo del publico.

En este sentido, resalta el creciente interés de la sociedad para
formarse una opinion acerca de estas cuestiones y lamenta que
en el pasado la gente recibiera mas informacion de los grupos
activistas que de los propios investigadores. Mantener la
pasividad comunicativa no impide que los opositores hallen la
informacion que buscany la utilicen, empezando por los articulos
publicados en revistas cientificas o los datos ofrecidos en la web
de los centros de investigacion. La UAR aboga por identificar los
publicos clave, tomarlainiciativay, a la vez, actuar con cautela.

Delacomunicacioninternaala proyeccion publica
Asimismo, la UAR destaca la importancia de la comunicacién

interna a tiempo, antes de actuar en la opinidn publica. Para esta
posterior comunicacion externa detalla seis puntos:

—_

Utilizar la web para exponer la politica institucional sobre la

investigacion conanimales.

2. Planificar cuidadosamente determinadas visitas para que
conozcan el centro de investigacién algunos profesionales
decisivos en la opinidn publica y que, al mismo tiempo, no
estén familiarizados con el quehacer de la investigacion con
animales: por ejemplo, politicos, lideres sociales y periodistas.

3. Antes de difundir informaciones sobre la investigacion con

animales, disefiar esa comunicacién en alianza con los

investigadoresimplicados.

Elaborar un texto con preguntas-respuestas que sirva de

documentacion sobre el trabajo cientifico realizado en el

centrodeinvestigacion.

5. Ser consciente de los diversos modos en que los medios
puedeninformarsobre lainstitucion.

6. Entrenar a los investigadores para facilitar su comunicacion

con laprensa (mediatraining).

o

55

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2015. NGmero 66

Entre los aspectos resaltados por la UAR figura la anticipacion
para facilitar imagenes, entre otras razones, porque muchos
periodistas sdlo disponen de las procedentes de las
organizaciones antiviviseccionistas. También anima a disefar los
mensajes con ingenio y, como ejemplo, muestra el caso de una
universidad neoyorquina: al enterarse de que un grupo de
activistas pensaba boicotear un proyecto de investigacién, el dia
previo a la protesta convocaron una rueda de prensa para ofrecer
datos sobre los beneficios de la investigacién con animales. Asi, al
dia siguiente la cobertura mediatica de la protesta se redujo
significativamente en espacioy contenido.

Otra iniciativa ingeniosa fue el anuncio de la agencia de
publicidad Bozell, Jacobs, Kenyon & Eckhardt. Sobre una foto con
manifestantes contrarios a investigar con animales puede leerse
la siguiente frase: “Gracias a la investigacion animal, ellos podran
protestar 23.5 afilos mas"”,

Lano comunicacionsolo prolonga laoposicion

El criterio de comunicacién constante (gota a gota) abarca
también otras instancias cuyos efectos resultan palpables a
medio plazo. Un ejemplo son las escuelas y otros centros de
formacion juvenil.

En esta linea, es oportuno mencionar el caso de un campus
que sufria protestas mensuales por investigar con animales. Uno
de los directivos afectados optd por expresar su apoyo a los
manifestantes en aquello que consideraba razonable. Ademas,
les acompaiio a visitar el centro de investigacion, con la prensa
como testigo. Después de ver las instalaciones por ellos mismos,
aunque quienes protestaban siguieron “filosoficamente
opuestos” a la investigacién desarrollada, admitieron que los
animales estaban bien cuidados.

Es inteligente apostar por una comunicacién anticipadora
porque protege la reputacion institucional, consigue mayor
apoyo y anima a las autoridades a defender a los investigadores
de los ataques extremistas. Muy esclarecedora la conclusion final:
la no comunicacién simplemente prolongara la oposicién.

Si bien el caso del Reino Unido es muy particular, el hecho de
tratarse del pais con mayor sensibilidad social y tradicion
legislativa al respecto ofrece un modelo del que aprender para
adaptar. Criterios y experiencias similares me han transmitido
colegas de comunicacion cientifica de centros de investigacién
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de EE.UU. como el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, Mount
Sinai Medical Center, Columbia University Medical Center, Dana-
Farber Cancer Institute, Whitehead Institute o el National Cancer
Institute (NCI-NIH) y de sociedades como la Massachusetts Society
for Medical Research.

Diez pautas paralaaccion

La provisionalidad de las conclusiones que marca todo
quehacer cientifico sirve igualmente para el correspondiente
mundo de lacomunicacion. El progreso de la ciencia y la sociedad
precisan, hoy por hoy, investigar con animales para curar a
pacientes. Tal desarrollo requiere control responsable, ético y
legal. Una mejor comunicacion de los avances ayuda a que la
sociedad entienda el uso de animales. La gente corriente necesita
datos y contexto para comprender el poliédrico mundo de la
investigacion médica. Parece razonable encontrar un punto
medio entre las reacciones que priman lo emocional y los
argumentos que omiten lo afectivo. Podemos conciliar respeto
hacialosanimalesy dignidad para las personas.

Los mundosintervinculados de la investigacion con animales
y la comunicacién publica son mucho mas extensos, profundos,
cambiantes y matizables de lo que apenas cabe esbozar en estas
paginas. No es facil sintetizar lo que requiere horas de aprendizaje
y entrenamiento sobre este fascinante desafio de comunicar la
investigacion biomédica. Consciente de esta limitacion, me
permito concluir con estas pautas para laaccién:

1. Adelantarse, preverlo previsible y contar lo contable.
2. Mimarlaescuchay liderar percepciones.
3. Conocerlaverdad, contarlo prudentey no mentir.
4. Preverpreguntasclavey prepararrespuestas adecuadas.
5. Noincluirenturespuesta una pregunta negativa.
6. Decirloquesehaceyhacerloquesedice.

7. Mensajes: pocos, claros,amables,atiempoy creibles.

8. Armonizar datos, contextoyemaociones.

9. Tono,estilo, vestuarioy entorno adecuados.

10. Cometersiempre nuevoserrores.
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Al cuidado

Foto: shutterstock

Area de lavado

Paloma Garcia Potrero
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)

Es un gusto estar con vosotros de nuevo, ya que significa que
la seccion de cuidadores va viento en popa. Daros las gracias a
todos los que me habéis escrito para felicitarme por la secciény a
los que me habéis enviado propuestas: esto significa que os gusta
y entretiene. Seguid enviandome propuestas, ya que a los
lectoresyaminosinteresan vuestros temasy vuestros diaadia.

En este nuevo niimero os voy a presentar el drea de lavado del
CNIO. Esta areafue unadelas primeras (2001) entener un tinel de
lavado automatico con dos robots, un equipo de limpieza y un
llenador de biberones llamado “Kronos”. Para conocer mejor estos
equipos, decidi juntarme con dos veteranos y simpaticos
trabajadores, Julio César Castellanos y Francisco Afan, mas
conocidos como”“Césary Paco, los chicos de lavado”(ver Figura 1).

Lo primero que me contaron es como se iniciaron en el
mundo de los animalarios. Rondaba el ano 2009, en plena crisis,
los dos estaban en paro y echaban Curriculums Vitae (CV)
desesperadamente por internet, presenciales... Dieron su CV a
conocidos que trabajaban en la empresa y en seguida les
llamaron, les gusto el tipo de trabajo y hasta dia de hoy.

Figura 1.- César y Paco, los chicos de lavado.
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Centrémonos un poco mas en el cargo que desempenan.
Fundamentalmente, procesan el material sucio que se genera
después de los cambios de cubetas y preparan el material limpio
para introducirlo a las diferentes zonas estériles del animalario.
Aunque no tienen contacto directo con los animales, también son
cuidadores como el resto de comparieros, la diferencia radica en
que son una parte distinta de la cadena de investigacion, pero no
porello, menosimportantes. Dentro delagrany compleja areade
lavado, Paco y César usan distintos tipos de equipos y materiales:
detergentes para las distintas maquinas de lavado,
desinfectantes como el Virkon - mezcla de compuestos
peroxidados en forma de polvo soluble en agua- para desinfectar
celdas completas y materiales que se introducen a barreray no se
pueden autoclavar ni pasar por el vaporizador de peroxido de
hidrégeno (VHP), etc. Para manejar todos estos equipos y
materiales adoptamos una serie de medidas indicadas en los
Protocolos Normalizados de Trabajo (PNTs) del animalario, que
todo el mundo tiene que leer los primeros dias de trabajo
independientemente de la zona del animalario en la que trabaja.
Aparte de los detergentes y desinfectantes, también manejanala
perfeccion todas las maquinas que hay en el drea de lavado,
desde las autoclaves y el VHP, pasando por el tinel de lavado y sus
dos robots, hasta la lavadora Basil 9500 y el Kronos (maquina
compleja encargada de procesar los biberones de los ratones).

El area de lavado estd compuesta por 4 personas, con
distintos horarios, hasta las 9 de la noche. Todos saben
perfectamente las tareas diarias y se organizan entre ellos seguin
avanza el dia, para que siempre quede todo hecho al final del
mismo.

La tarea mas importante que desarrollan es la de procesar el
material sucio-cubetas, biberones, rejillas y cobertores - limpiarlo,
lavarlo e introducirlo lo antes posible a la zona limpia de barrera
para que puedan disponer de él. Para ello, tienen que saber el
funcionamiento de las maquinas y estar atentos a los fallos o
alarmas que puedan surgir, para corregirlos inmediatamente y
que siga funcionando con normalidad. Ademas, se encargan de
preparar la ropa limpia para introducirla a la zona estéril, preparar
los desinfectantes, recoger los cadaveres de la zona de patologia,
cambiar los filtros de la cdmara de anestesia... La zona de
patologia es donde los investigadores del CNIO bajan a recoger
los ratones que les han sacado de la zona de barrera,
principalmente para recoger muestras. Esta zona dispone de
distintos equipos para facilitar que latoma de muestras sealo mas
detallada posible.
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Figura 2.- Paco y César en la zona de lavado.

Pacoy César piensan que ha sido un avance sustituir el lavado
manual por maquinas que se encargan solas de casi todo, solo
tienen que estar pendientes de que no fallen y sigan su
funcionamiento normal y asi, pueden adelantar otras tareas.
Como todo tiene sus pros pero también sus contras, si fallan y
ellos nolo saben resolver (p. ej.: el robot de lavado, a veces, aplasta
las cubetas, tira pallets...) se para el lavado y no se puede procesar
el material, retrasando sus tareas y, como consecuencia, las tareas
delazonadebarrera.

Entre risas, me cuentan que es un trabajo entretenido, ya que
no paran ni un solo momento. A lo largo del dia, tratan con mucha
gente, como investigadores que piden introducir material a
barrera y tienen que saber la forma de hacerlo para que no se
estropee, personal de mantenimiento cuando se estropean las
magquinas, personal de barrera para que el trabajo fluya mejor, etc.
Por las tardes, son el Unico personal de animalario que hay y les
llaman para cualquier cosa.

Por ultimo, una anécdota de cada uno. César cuenta que, hace
unos meses, fue avisado sobre las 7 de la tarde, en vez de llamar a
los de mantenimiento, para socorrer a una chica que llevaba
encerrada en una de las celdas de barrera casi dos horas, y se le ha
condecorado como su salvador. Paco comenta que, de vez en
cuando, reciben visitas externas, sobre todo de colegios. Fue
durante una de ellas que sacaron a una de las cuidadoras de
barrera debido a un desmayo y no para de acordarse de la cara de
asombro de los chavales, ifue genial! El animalario tiene muchas
anécdotasy osloaseguro, éstas son de las mejores.

Hasta aqui la entrevista con los chicos de lavado del CNIO.
Para el préximo numero hablaremos de otro centro. Espero, una
vez mas, haberos entretenido.
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(Gases a presion

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

La norma UNE-EN 1089-3 modificé la identificacion por

colores de las botellas de gases a presion. Esta norma debio
implantarse en julio del 2014, por lo que aprovechamos la
ocasion para exponerlay dar unas normas bdsicas relativas al
manejodeestas botellas.

Los gases a presion suelen aparecer en forma de 'botellas,
cuyas partes mas importantes para seguridad son la tulipa, el
grifo,la conexion y la ojiva.

Q Ojiva
@.—

)

Grifo
Tulipa

Conexion

Foto: suministrada por el autor
El color de la ojivaindica el tipo de gas que contiene la botella.

Esta es la parte de la normativa que se ha modificado. La norma
actualindica:

Regla general

Nuevo cédigo europeg

Color de riesgo Antiguo sistema

Téxico/corrosivo | Verde (u otro) | Amarillo

Inerte (argén y Amarillo o Verde intenso .
las) mezcla de

e colores Verde oscuro .

Inflamable Rojo (u otro) | Rojo .

Oxidante Blanco (uotro) | Azulclaro [}

Foto: suministrada por el autor
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Aunque se mantienen los colores de los gases mas habituales
(que serdn posiblemente los mas usados en nuestras
instalaciones):

Lo que no cambia
Los gases habituales que no cambian son:

2 Diéxido de .
Oxigeno Blanco /=\ . Gris .
Nitrégeno Negro . Oxido nitroso Azul .
Hidrégeno Rojo . Helio Marrén .

Foto: suministrada por el autor

Asi, labala de nuestraimagen inicial seria de oxigeno.

La tulipa es un sistema de proteccion que evita daiios al grifo
en casos de golpes o caida de las botellas. El grifo es la parte mas
'sensible’ y su rotura puede acabar en auténticos vuelos de las
botellasimpulsadas por el gas a presiéon amodo de cohete.

La conexion suele ser especifica del tipo de gas y condiciona
el material de conexion (evitar efecto del gas sobre el mismo),
presiones de trabajo, tipo de tubos, etc.

NORMAS BASICAS DE SEGURIDAD EN EL MANEJO DE
BOTELLAS DE GASES A PRESION

NUNCA OLVIDAR.- Los gases contenidos en las botellas tienen
riesgos propios (asfixia, irritantes, toxicos, inflamables..) que
aungue aquino comentamos deben sertenidos en cuenta.

Los principales riesgos asociados al manejo de estas botellas
son los dafnos fisicos. Fundamentalmente, sobreesfuerzos en el
manejo por el peso de las botellas, proyecciones asociadas a la
presiéon de los gases en las mismas y golpes accidentales por
caidas delasbotellas.

Sobreesfuerzos

e Las botellas siempre deben moverse en carros adaptados a
este uso. Si no puede hacerse asi, deben rodarse en posicion
vertical sobre su base. Siempre una mano sobre la tulipa y otra
enelcuerpo.Cuidado con 'pillarse los dedos'.
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® Para levantar una botella, agarrar de la tulipa con las piernas
dobladasylaespaldarecta.
* Si la botella debe subirse a otro piso/nivel, usar siempre
montacargas.
e Nuncaintentarsujetarunabotella que se estd cayendo.
Proyecciones
¢ La presion tipo de una botella de gas (200 bar) equivale a
concentrar el peso de un elefante en la superficie de una
tarjeta de crédito. jj MUCHISIMO !
¢ Siempre cerrar el grifo antes de cualquier manipulacién. Y
drenar la presion residual.
® Nunca situarse frente a las salidas de gases (conexion) en los
momentos de conexién/desconexion de botellas.
Foto: suministrada por el autor
® Nunca forzar una conexion que no 'rosca) ni utilizar aceites o
lubricantes (pueden interaccionar con nuestros gases o
alterarel ajuste de la conexion).
® Retirar las botellas con conexiones danadas.
Golpes

¢ Las botellas deben estar siempre ancladas a un
soporte/pared (cadenas generalmente).

* No dar la espalda a una botella recién colocada, salvo que
estéanclada.

® Usarcalzado de seguridad con proteccion de los dedos.

® Cuidado a dejar botellas detras de las puertas; es un error
habitual y un problemasialguien lasabre.

e Atencion al abrir el gas, los elementos flexibles deben estar
fijados porun cable de sequridad;si estan libres 'latiguean’.

Esperamos que lo expuesto os ayude a evitar problemas.
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El utilitarismo y su relacion con la ética animal

Jesiis Martinez Palacio

Diplomado en Bioética

Presidente del Organo Habilitado

y Organo Encargado del Bienestar Animal del CIEMAT

El utilitarismo es una corriente filosdfica fundada por Jeremias
Bentham (1748-1832). Se clasifica como una corriente hedonista
altruista a largo plazo (buscar el bienestar colectivo presente y
futuro).

El utilitarismo surge unido al liberalismo econémico de Adam
Smith y a la defensa de la democracia representativa propia de las
revoluciones francesa y americana. Es heredero de las ideas de la
ilustracion y del liberalismo. Este pensamiento nace como una
postura eminentemente prdctica aplicable a la reforma de las
instituciones sociales.

Caracteristicas del utilitarismo

La conducta individual y social del hombre ha de estudiarse a
partir de la observacion de los hechos concretos y de sus
consecuencias, determinando qué hechos generan bienestar y
cuales no. Este concepto es la base del “balance ético” que
aplicamos en la mayoria de los comités de ética animal para la
tomade decisiones.

Para Bentham el foco estaba siempre puesto en el hombre.
Para establecer la bondad de las acciones hay que observar en
qué benefician a los hombres. Bentham lleg6 a rechazar la teoria
de los derechos humanos “en cuanto que teoria’, aunque estaba
dispuesto a aceptar algunos derechos humanos si“en la practica’,
éstos producian mayor bienestar a la sociedad. Y aqui discreparia
con el concepto de “derechos de los animales”, tal y como se
entiende en la actualidad. Siempre deberianir ligados al aumento
del bienestar social humano.

Bentham piensa que los seres humanos son altruistas de
forma espontanea y natural. Destaca las cualidades como la
simpatia, la benevolencia, la amistad, la reputacion, etc. que le
llevan a buscar el bienestar de los demas (p. ej. ayudamos
espontdneamente a una persona que tropieza y cae por una
escalera). Y en este sentido, de nuevo enlazamos con nuestra
relacion con los animales, a los que de manera natural
favoreceriamos.
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La vida en sociedad exige la renuncia a ciertos placeres
individuales, lo que produce un conflicto entre interés individual e
interés privado. Bentham es consciente de este problema y
defiende la obediencia a la ley, aun cuando pueda perjudicar al
individuo, como unica forma de aumentar el bienestar de la
sociedad. Aqui, de nuevo nos veriamos apoyados en el concepto
de una ética hacia los animales basada en la obligacion legal, tal y
como la establece nuestranormativa.

Problemasy criticas al utilitarismo

El utilitarismo otorga una importancia exclusiva al bienestar, lo
que implica que todo puede sacrificarse en su nombre, incluso los
derechos delindividuo. Si usar a los hombres en experimentacién
en los laboratorios ayudara a salvar muchas vidas en el futuro,
;podriamos hacerlo conforme a esta teoria?

Para el utilitarismo es dificil establecer el concepto de
bienestar cuando los individuos no prefieren las mismas cosas o
situaciones y ademas prefieren esas cosas en distintas
intensidades. J.S. Mill defendié que algunos conceptos serian
cualitativamente superiores aunque fueran cuantitativamente
inferiores; asi, los conceptos propiamente "humanos” (el
conocimiento, la verdad o la justicia) podrian considerarse muy
superiores a los conceptos “animales” (el disfrute del comer o
beber). En este sentido, el trato justo hacia los animales podria
considerarse parte del bienestar social humano.

Si lo unico que importa es nuestro bienestar, podemos
llevarlo al extremo que se plantea en la novela“Un mundo feliz" de
Aldoux Huxley, una sociedad basada en la idea del tonto feliz. Esta
novela plantea la idea de la droga perfecta (sin contra-
indicaciones): si lo importante es el placer que se disfruta,
disfrutemos de una vida alucinada consecuencia del consumo de
drogas, no hace falta que se trate de un disfrute real.

;Seriamos felices si nos trataran igual que a un gato mimado (sin
educacion yteniendo unamo)?

;Quéesmejor, serun tonto felizo un sabio desgraciado?
Espero, por el bien de todos, que el concepto hedonista puro

no sea la guia de nuestra sociedad ni de nuestra relacién con los
animales.
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Ponte en tu piel

Daniel Baizdn Vicent

Ratones con piel humanizada que aporten unos resultados mds
fidedignos al estudio de las enfermedades relacionadas con la piel

Cuando uno se pone a investigar sobre una patologia
determinada o sobre un tipo concreto de célula o proteina,
siempre va a buscar el modelo animal o celular con el que pueda
obtener mejores resultados.

Actualmente, hay infinidad de modelos animales, o incluso
virtuales, sobre los que centrar una investigacion. Por ejemplo, el
modelo de ratén transgénico en el que se suelen versar los
estudios sobre el cancer es el Fox Nude. Es un raton
inmunodeprimido que carece de pelo y permite ver el desarrollo
delostumores que se generan.

El proyecto SKINMODEL nace ante la carencia de modelos
especificos para obtener resultados 6ptimos en las enfermedades
cutdneas. Este proyecto “se propone generar nuevos modelos de
ratones mutantes con el fin de profundizar en el papel de la
endoglina, podoplaninay DNA metiltransferasa 1, en la piel normal y
en procesos que implican su activacion y movilizacién, como la
cicatrizacion de las heridas, quemaduras y el cdncer. Se plantea
ademds el reto de producir una nueva generacion de modelos
preclinicos de ratén con piel humanizada para enfermedades
cutdneas, como el sindrome de Gorlin, Xeroderma Pigmentoso y la
Esclerosis Tuberosa’.

En 2012, cinco investigadores espafioles -Miguel Quintanilla
(IIB), Fernando Larcher (CIEMAT), Angeles Juarranz y Jesus Espada
(UAM) y Pedro Jaén (Fundacién Ramoén y Cajal)- iniciaron este
proyecto bajo la financiacion del Programa de Actividades de I+D
de la Comunidad de Madrid. Llevan trabajando en él desde hace
tres anos vy, si atendemos al ndimero de publicaciones que han
generado, estd siendo productivo.
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PLATAFORMA EUROPEA SKINMODEL (CONTACTA CON NOSOTROS DESCARGAS

m PARTICIPANTES

PROYECTO SKINMODEL (52010/BMD-2359)
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En la pagina www.skinmodel.es encontramos las tres lineas
deinvestigacion conlas que estan trabajando:

- Caracterizacion funcional de vias de sefalizacion que
afectanalafisiologia delas células madre epidérmicas.

- Desarrollo y caracterizacion de modelos de enfermedades
cutéaneas como sistemas preclinicos de nuevos abordajes
terapéuticos.

R—

- Nuevos abordajes terapéuticos para patologias cutaneas:
efecto de la TFD en la homeostasis de la piel en condiciones
normales y patolégicas.



http://www.skinmodel.es
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Libros y paginas web

Para aquellos que estéis interesados en conocer qué se realiza
dentro de cada una de las lineas de investigacion, no tenéis mas
que acceder al apartado que se encuentra en laweb y ver como se
subdividen cada uno de los puntos. Dichas divisiones aportan una
pequenasintesis sobre lo que estan realizando.

Otro apartado que encontramos en la web son los recursos
que cada investigador tiene para poder realizar el proyecto.
Realizando una lectura transversal de los recursos de que dispone
cada grupo de investigacion se puede observar que existe una
excelente relacidn entre las necesidades y los recursos, desde el
animalario del IIBM hasta la Microscopia Laser Confocal del
Instituto Ramony Cajal.

Aunque lafrontera del proyecto esta fijada para el aino 2016, el
proyecto SKINMODEL se ha fijado un objetivo ulterior para poder
seguir generando resultados. Esta nueva meta es un proyecto a
nivel europeo Horizon 2020. A medio y largo plazo, estan
tratando de crear dicha plataforma europea que agrupe a
laboratorios interesados en objetivos similares. Actualmente, ya
hay investigadores de otros paises que se han adherido a la red
SKINMODEL. La web incluye un enlace para todo aquél
investigador que estéinteresado en unirse o participar.

Finalmente y, a modo de curiosidad, en la web encontramos
un proyecto que alina el arte y la ciencia. Transracialismo “es una
revision del concepto de raza desde un punto de vista actual y
universal, que genera una demostracion empirica y cientifica de la
invalidez que trae consigo este término. Serealizaron extracciones de
piel de distintos modelos raciales para posteriormente generar
tejidos artificiales a partir de las células extraidas. El resultado: las
caracteristicas estructurales biolégicas de estos tejidos son idénticos
entresiy noexisten rasqos de apariencia comoel colorola textura. La
piel aqui se utiliza como elemento metafdrico que, a través del Arte,
reivindica la igualdad partiendo de la diferencia de los traumas
culturales que cada uno traemos consigo”.

PIEL

Tenemos aproximadamente

dos metros,

Se dice que es el mayor drgano del cuerpo.
Pesa unos cinco Kilogramos.

Sin embargo, no somos conscientes
de su peso,

cargandolo.

Algunos son demasiado conscientes
de su externalizacion

y la protegen, lavandola constantemente,
sin entender que

ella sola se defiende y nos defiende.
Nadie nunca define a nadie por su piel.
Piel,

hablamos de ella cuando nos pica,
cando escuece,

raras veces duele y extrafio,

tan expuesta.

Piel,

lo llaman estrato cérneo al primero

de tus niveles,

un nivel muerto, ausente y ajeno.

Abandonamos capas de estos fragmentos de nuestro lienzo

casa dia,

descaméandose en un estrato disyunto,
de disyuncion

del cuerpo.

Por debajo, atin vivas pero en degeneracion, agonizan las

proximas victimas

de nuestra abierta e imperfecta presentacion.
Y sin embargo, estamos ciegos sin piel.

Bajo todos esos escalones, bajo todos ellos,
yace nuestro deseo.

No se apaga,

no se cierra,

no para,

no duerme,

Nos delata,

nos limita,

nos desagrada,

nos ata,

Como los 0jos sin un estimulo

se vuelven ciegos,

sin deseo la piel se atrofia,

se deshidrata, se extingue.

Piel,

como un velo sélo cubre

los cimientos de uno mismo.

Piel,

que se enferma con el alma,

los nervios la consumen, la destrozan,
la herimos al herirse nuestro ego.

Es de lo primero que se olvida cuando uno se olvida
de unc mismo.

Se repele cuando uno se repele,

se esconde del exterior,

al contacto con lo desconocido.

Piel que lleva nuestros errores,
impresos en forma de heridas.

Piel que acarrea y expone nuestros golpes,
nuestra torpeza.

No nos perdona, no nos esconde.

Nos vuelve vulnerables si demuestra que bajo una
capa de espinas,

no deja ni un segundo de regenerarse,
no deja ni un segundo de vivir.

Beatriz Banuelos Marco
Hospital Universitario La Paz

P.D. Como licencia personal, me gustaria dedicar este articulo a un companero
del centro en el que trabajo que se dejé la piel en la investigacion y que se nos fue a
pocos dias de concluir su tesis doctoral, César Eguiluz Fernandez De Valderrama.
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Ligar o no ligar: That's the question

Angela Ramos Nuez'’ y Alejandro Suarez Bonnet’

'CIBER de Enfermedades Respiratorias, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Espafia

* Grupo Multidisciplinar de Investigacién en Disfuncion Multiorgdnica

Unidad de Investigacion Hospital Universitario Dr. Negrin, Las Palmas de Gran Canaria, Espana

’Instituto Universitario de Sanidad Animal
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Arucas, Espana

El personal técnico del servicio de experimentacién animal de
un centro de investigacion biomédica recibié el encargo de
realizar las necropsias y recogida de muestras de algunos 6rganos
de unas ratas pertenecientes a un nuevo proyecto. El objetivo del
estudio era evaluar, en situacion de dafo alveolar, el potencial
efecto broncodilatador de una nueva molécula. Para ello,
procedieron a anestesiar e intubar 25 ratas macho de 12 semanas
de edad, que ventilaron mecdnicamente, durante 4 h, con
parametros generadores de dafno pulmonar (volumen
inspiratorio 20 ml/kg, frecuencia respiratoria 30 resp/min y
presién espiratoria al final de la espiracion 3 cmH,0). Repartieron
los 25 sujetos, de manera aleatoria, en 5 grupos de estudio
correspondientes a 5 dosis de la nueva molécula (10, 20, 50,80 y
100 mg/kg). Esta se aplicé por via intratraqueal tras la intubacién,
aprovechando el mismo tubo, y antes de comenzar la ventilacién.
Para ello siguieron las recomendaciones de FELASA, en cuanto a
volumen maximo de administracion por esta via, y nunca
superaron los 30 pl.

Para finalizar, y aliin bajo anestesia profunda y con el animal
ventilado, procedieron a realizar una laparotomia y esternotomia
media para la recogida de las muestras de érganos. De este modo,
primero tomaron muestra de higado. Luego, y con la finalidad de
sacrificar al animal, procedieron a seccionar ambas auriculas.
Inmediatamente, extrajeron todo el pulmén izquierdo por
seccion del hilio de dicho érganoylo guardaron en N, liquido para
su estudio protedmico y genético. Tras este paso, recogieron
muestras de bazo, rindn izquierdo, timo, pancreas, duodeno,
aorta abdominal, testiculo izquierdo y vejiga urinaria. El Ultimo
érgano que recogieron fue el pulmén derecho que, tras la seccion
de los troncos supradrticos y el ligamento pulmonary de la aorta
tordcica, fue extraido de la cavidad torécica junto con el corazén,
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traccionando la traquea en sentido caudal y desconectandolo en
ese momento del ventilador automatico. Fijaron el bloque
cardiopulmonar con formalina al 4% por perfusion a través de la
traquea.

A la hora de analizar los resultados histolégicos, destaco,
sorpresivamente, una intensa hemorragia pulmonar en todos los
animales (ver Figura 1), por lo que decidieron paralizar esta linea
de estudio, ya que sospecharon de un posible efecto téxico del
broncodilatador en estudio.

Y tiquéopinas?

iCreesqueesacertadaladecisiontomada?

{Cual podriaserelorigen deestalesion?

{Qué cambios propondrias en el disefio del estudio y
protocolo de toma de muestras?

SOLUCION

Antes de tomar una decisioén definitiva de esta importancia,
tendrian que haber comprobado otros aspectos como, por
ejemplo, el disefio experimental y la posibilidad de que las
lesiones observadas fueran debidas a causas externas a la
molécula ensayada.

Si observamos con detenimiento la Figura 1 observamos que
tanto los espacios alveolares como las vias bronquiales estan
completamente ocupados por sangre pero, curiosamente, no se
observan otros signos (reaccion inflamatoria, pérdidas de
integridad del endotelio vascular, roturas de septos alveolares,
edema...) frecuentes en hemorragias pulmonares de diferente
etiologia, incluidas las toxicas.
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Figura 1.- Imagen histolégica de pulmén derecho (hematoxilina-eosina,
20X). Se observa la practica totalidad de los espacios alveolares (Al)
ocupados por sangre, asi como en el interior de los bronquiolos (Br). Se
aprecia conservacion tanto de las paredes arteriales (Ar) como venosas
(Vn).

Un patélogo con cierta experiencia hubiese detectado
rapidamente que lo que inicialmente se definié como hemorragia
pulmonar no lo era, ya que no corresponde con la imagen
caracteristica (ver Figura 2). Por lo tanto, hay que buscar otras
causas que justifiquen la presencia de esa sangre en el tejido
pulmonar.

Figura 2.- Imagen histolégica de pulmon (hematoxilina-eosina, 4X). Se
observa hemorragia focal (Hf) subpleural de moderada severidad,
asociada a infiltrados celulares inflamatorios (flechas). Se observan
abundantes espacios alveolares (Al) y bronquiolos (Br) libres llenos de
aire.

Si revisamos el protocolo de sacrificio y toma de muestras
durante la necropsia, nos damos cuenta que extrajeron el pulmon
derecho en ultimo lugar y que, desde que seccionaron el pulmén
izquierdo (que extrajeron en primer lugar para su estudio
protedmicoy genético, conservandoloinmediatamenteenN,), el
bronquio principal de este lado quedd abierto y expuesto a la
sangre procedente de la secciéon de las auriculas, troncos
supraadrticos y aorta toracica que se acumulaba en la cavidad
toracica. Dicha sangre penetrd por el bronquio izquierdo que
estaba seccionado muy cerca de la carina. Esta aspiraciéon de
sangre se vio facilitada, ademds, por los movimientos de
inspiracion-espiracion, ya que en todo momento el pulmoén
derecho siguid conectado al ventilador automatico, que ejercié
un efecto succionador de la sangre remansada en térax.

Una solucion muy sencilla para evitar esta alteracion en las
muestras pulmonares consiste en tener la precaucion de ligar el
hilio pulmonar izquierdo antes de seccionar el pulmén de dicho
lado. Se puede realizar con cualquier tipo de sutura que no
presente demasiada “memoria” y que tenga un calibre
aproximado de 2/0-4/0.Tras ligar la estructura, se secciona el hilio
distalmente a la sutura y se retira el pulmén izquierdo (ver Figura
3). Con esta sencilla maniobra, evitamos dos consecuencias
negativas fundamentales y conseguimos una buena muestra
pulmonar para histologia:

Que penetre sangre u otros fluidos en el pulmén contralateral.

2. Que se pierda aire, y por lo tanto disminucién de presion
inspiratoria y espiratoria durante la necropsia, con la
consiguiente aparicién de focos atelectdsicos en el
parénquima pulmonar.

Figura 3.- Dibujo esquematico de la zona
de ligadura y seccién del hilio pulmonar
izquierdo, cercadelacarina.
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Por dltimo, y no por ello menos importante, debemos sefialar
que en el disefio del estudio se ha cometido un grave error al no
incorporar un grupo de animales Sham (animales sometidos al
mismo procedimiento anestésico, manipulacién, parametros
ventilatorios y protocolo de necropsia, pero sin administraciéon de
la nueva molécula en estudio). Si los investigadores lo hubiesen

tenido en cuenta, hubiesen descartado que la “hemorragia”

pulmonar fuera debida a la nueva molécula, ya que también
habrian detectado estaslesionesen el grupo Sham.

BIBLIOGRAFIA
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‘Mas vale solo que mal acompanado?:
Evaluamon del estrés en Danio rerio

Marta Iglesias-Julios

Champalimaud Neuroscience Programme, Funda¢ao Champalimaud,Lisboa,Portugal

El objetivo principal de un grupo de investigadores es
averiguar si se puede modelizar el comportamiento bajo estrésen
larva de Danio rerio. Para ello han empleado un sistema
experimental consistente en la grabacion de los peces en nado
libre a nivel individual en diferentes situaciones experimentales y
el posterior analisis de los datos obtenidos.

Con el fin de analizar las consecuencias sobre el
comportamiento del estrés a nivel individual, se llevaron a cabo
experimentos con peces que, a priori, se esperaba que no
tuviesen dificultades para desarrollar una respuesta ante el estrés,
es decir, con un nivel basal control de cortisol. Ademas, se queria
estudiar si el incremento de cortisol que se produce tras sometera
los animales a un agente estresante es el que media el efecto del
estrés sobre el comportamiento.

Tras diversos analisis cuantitativos del comportamiento de los
peces grabados individualmente (usando Etho Vision XT 6), se
obtuvieron medidas de la distancia total recorrida, de la velocidad
y de la eficacia de la trayectoria, definida como el valor minimo de
giroen unradio por minuto (ver Figura 1).
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Figura 1.- Modificada de A. Pérez Escudero et al. Nature Methods 2014,
11:743-8.

Una vez estudiados estos valores basales por individuo, los
peces se sometieron a diferentes agentes estresantes, como
sostenerlos en el aire por periodos de 30 segundos. Tras aplicar el
agente estresante, se calcularon los promedios de la velocidad y la
eficacia de la trayectoria, y se realizé un analisis de regresion lineal
que posteriormente fue utilizado para calcular el tiempo de
recuperacion de los niveles basales de estrés por extrapolacion a
los datos pre-estrés. Para la evaluacion de la respuesta del cortisol
en el tiempo, tras estar sometido a un agente estresante, se realizé
una Unica medida de cortisol de cada animal mediante el uso de
un ELISA estandarizado. La curva patron se estimo en base a un
modelo logaritmico, ya que las concentraciones de cortisol de los
peces estan ubicadas en la regién de maxima pendiente de una
curvasigmoidea.

(Y tuquéopinas?
{Observas algun problemaen los parametros analizados?
i{Qué controles crees que mejorarian la calidad del

experimento?

SOLUCION

Aunque existe mucha controversia sobre la edad a la que un
pez comienza a tener comportamiento social, es conocido que
mantenerse en grupo reduce el estrés del individuo. Sea cual sea
la causa, el social buffering es crucial en la amortiguacion de la
respuesta hipotaldmico-pituitaria-adrenocortical. Por tanto, en
un estudio sobre estrés es poco deseable que tanto los controles
como los individuos de estudio estén siendo sometidos a un
estrés continuo por aislamiento social. Por ello, los resultados de
estos experimentos son cuantificables pero dificilmente
explicables partiendo de la base de que no se tiene un control de
un comportamiento sin estrés. Ademas, hemos de tener en
cuenta que un agente estresante sobre individuos en reposo no
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causa los mismos efectos ni etoldgicos ni fisioldgicos que el
mismo agente estresante sobre una poblacion previamente
estresada.

Para eliminar el ruido en este experimento seria necesario
emplear como control individuos en nado libre y en grupo. Para
ello es necesario emplear un software de sequimiento capaz de
identificar y devolver las trayectorias de cada individuo para
poder realizar un andlisis detallado posterior. Aun asi, siempre
existird un rango de incertidumbre sobre el significado de estrés
per se, ya que al darse comportamiento colectivo, muy
posiblemente las interacciones sociales también estén
produciendo un nivel minimo de estrés.

Para vincular al cortisol con el cambio comportamental es
necesario incorporar un control positivo. Por ello también seria
oportuno llevar a cabo experimentos con peces que, a priori,
presentasen altos niveles de cortisol basal, por ejemplo por la
interrupcion de la retroalimentacion negativa del eje hipotadlamo-
hipofisiario. De este modo podemos precisar si los efectos
detectados en nuestros peces se relacionan con un incremento
del cortisol debido al estrés (en cuyo caso el comportamiento sera
idéntico al de los peces con cortisol elevado) o hay factores
adicionalesa considerar.

Por otro lado, los pardmetros escogidos para el analisis no son
los adecuados para analizar el estrés del individuo. En particular,
es ineficaz analizar la eficacia de |a trayectoria, ya que los estudios
muestran que ante el estrés los animales repiten rutas conocidas,
por lo que este parametro mejoraria. Estas medidas podrian ser
enriquecidas, y asi los resultados, afadiendo analisis mas
representativos de comportamientos generados por el estrés. La
posicion relativa en el setup, la distancia entre individuos, el
consumo de oxigeno por minuto, son ejemplos vélidos de anélisis
realizables para este fin.

Finalmente, s6lo se tomd una medida de cortisol para analizar
empleando el ELISA. De cara a evitar posibles errores de pipeteo,
lo ideal es hacer dos extracciones del cortisol en cada pez (hay
muestra mas que suficiente) y analizar por triplicado estas dos
extracciones, descartando el valor mas diferente de las tres
medidas llevadas a cabo.
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Ademds, un error muy comun es emplear ajustes erroneos
para determinar la curva de calibraciéon. Aun cuando esperamos
que los resultados se ubiquen todos en torno al punto de inflexion
de la curva, es potencialmente muy problematico ajustarlo
simplemente a una funcién logaritmica o exponencial. En primer
lugar, porque eso nos puede obligar a eliminar de la curva patrén
el blanco, reduciendo el nimero de pardmetros empleados para
estimar la curva. Y, en segundo lugar, porque incrementa mucho
el error de la medida conforme las medidas se alejan del punto de
inflexién de la curva. Es preferible, si se carece de un software de
medicion especifico, emplear tiempo suficiente para ajustar a los
datos una curva de cuatro parametros logisticos que asumir a
priorilavalidez de curvas patréon mas sencillas de estimar.
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Horizontal

Infeccién e inflamacién del tejido del organismo caracterizado por
lahinchazonylaacumulaciéon de pus.

Técnica de preservacion de la fertilidad que consiste en la
congelacion ultrardpida de los 6vulos para poder utilizarlos en un
futuro.

Raza de conejo muy usada para la produccion de anticuerpos y en
lainvestigacién inmunolégica.

Organismo que alberga a otro en suinterior o que lo porta sobre si.
Region de ADN no codificante que se encuentra en los extremos de
los cromosomas lineales.

. Cambios morfologicos indicativos de muerte celular originada por

degradacién enzimética.

Parte superior del oviducto donde ocurre lafertilizacion.
Perteneciente a la subfamilia de roedores miomorfos que incluye a
ratonesyratas.

. Inflamacion de los parpados.
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Vertical

Tumor o neoplasia maligna formada por células de origen epitelial
queconservan la capacidad de producir metastasis.

Tumor epitelial benigno en el que las células forman estructuras
glandulares reconocibles o derivan de un epitelio glandular.
Establecimiento que reconoce, almacena y distribuye material
biolégicoy los datos asociados a dicho material.

Tendencias de los roedores hembra a interrumpir su embarazo
después de la exposicion al olor de un macho desconacido.
Condicion caracterizada por un agrandamiento del craneo
originada por una acumulacién anormal de liquido cefalorraquideo
dentro del sistema ventricular cerebral.

Animal utilizado especificamente con el propdsito de monitorizar el
estado de salud delas colonias de roedores.

Anomalia estructural cromosdmica que consiste en la pérdida de
uno o més nuclestidos de la secuencia de ADN de un cromosoma.
Extraccién quirdrgica de una parte inutil o perjudicial al organismo,
odeun cuerpoextrafio.

Saco formado por la dilatacion localizada de la pared de una arteria
ovena.
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