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Un modelo 3| |ado de
los humanos

ESTE POLLITO NOS HA AYUDADO A AUMENTAR
LA ESPERANZA DE VIDA DE LOS BEBES PREMATUROS

El avance de la medicina perinatal ha mejorado la supervivencia de los bebés prematuros,
creando asi un nuevo y heterogéneo grupo de pacientes que nos aportan informacion limitada
sobre los protocolos terapéuticos apropiados. El desarrollo del feto y el recién nacido han sido
tradicionalmente un problema significativo en los estudios de seguridad de los medicamentos.

Hay un consenso sobre la inclusion de los recién nacidos en los ensayos clinicos, pero antes
deben realizarse estudios de farmacologia sobre los principales 6rganos y sistemas: cardiovascular,
respiratorio y el sistema nervioso central. El embrion y el feto de pollo tienen caracteristicas que los
convierten en un modelo animal conveniente para este tipo de estudios de seguridad preclinicos,
en los que se pueden probar los efectos sobre el conjunto de sistemas y 6rganos.
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Muchos meétodos tradicionales de investigacion en
modelos animales implican la manipulacion invasiva y la
restricciéon del animal, sequido por el muestreo y la medicion
de fluidos y tejidos corporales. Sin embargo, actualmente
existen técnicas deimagen que proporcionan imagenes delos
sistemas del cuerpo (por ejemplo, érganos, tumores y vias
moleculares) y que pueden utilizarse como alternativas,
incluso en animales pequefios como los roedores.

La posibilidad de visualizar y cuantificar la funcién de un
determinado érgano en animales de laboratorio es una
herramienta cientifica de gran importancia en el estudio de
modelos de enfermedades humanas, en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos medicamentos y en la caracterizacion
del fenotipo de animales transgénicos.

Ademas, las técnicas de imagen contribuyen a las
alternativas de reduccion y reemplazo. En cuanto a la
reduccion, las técnicas de imagen permiten estudios
longitudinales en el mismo animal, reduciendo la variabilidad
estadistica entre sujetos y por lo tanto, el nimero total de
animales necesarios para alcanzar significacion estadistica. En
cuanto al refinamiento, las técnicas de imagen suponen una
forma noinvasiva e indolora de visualizar los tejidos y 6rganos
del cuerpo de manera que puedan identificarse las
anormalidadesy permiten el uso de puntos finales anteriores.

En este numero encontraréis una serie de articulos en los
que se presentan distintas técnicas de imagen y su
aplicabilidad en el campo de la experimentacién animal.
Agradecer a Francisca Mulero la coordinacion de los articulos
de este numero, en los que queda patente lo prometedoras
que son las técnicas de imagen en el ambito de la
experimentacién animal.

Direccion Revista SECAL
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Actualidad

La investigacion cientifica con perros
desata la polemica en Europa

La ampliacion de unas instalaciones para perros de
experimentacion en Reino Unido ha resucitado el debate sobre
una de las practicas cientificas mas polémicas: la investigacion
con animales de compafiia. El Gobierno britanico dio luz verde el
15 de julio a la construccion de naves para criar perros de
laboratorio en la sede de la empresa B&K Universal en Grimston,
después de que las autoridades locales la hubieran denegado.
Para la organizacion animalista PETA, el Gobierno "abandona a los
perros”conesta decisiéncruel”.

Sinembargo, la comunidad cientifica ha celebrado la decisién
gubernamental. “Son buenas noticias’, ha afirmado Kirk Leech,
director ejecutivo de la Asociacion Europea de Investigacion
Animal. Esta decisién asegura la continuidad en Reino Unido de
importantes investigaciones médicas para el desarrollo de
nuevos farmacos y tratamientos, tanto para personas como para
animales. Leech recuerda que "los laboratorios britéanicos
requieren muy pocos perros cada afno y que con ellos se han
conseguido histéricamente importantes avances, como el
descubrimiento de la insulina para tratar a pacientes diabéticos y
el desarrollo de marcapasos y de los procedimientos para hacer
transfusiones de sangre”.

Los laboratorios y universidades demandan
cada ano menos perros.

En Espana, el numero se ha reducido un 38%
desde 2011>

Los perros son especialmente apreciados en estudios del
sistema cardiovascular, debido a las similitudes en estructura y
tamafo entre su corazén y el humano. Los canes también se
solicitan en pruebas de toxicidad de nuevos farmacos.

“A nadie le gusta la idea de utilizar perros para la investigacion
médica, y todo el mundo anhela que se encuentren alternativas
para que nunca mas haya que emplearlos. Pero por el momento, la
investigacion médica y las pruebas de sequridad de farmacos
requieren el uso de algunos perros’, declar6 Wendy Jarrett,
presidenta de Understanding Animal Research.

Jarrettrecuerda que la cirugia a corazon abierto y el trasplante
de drganos fueron posibles gracias a la investigacion con perros.
"Todas las vacunas y medicinas que reciben nuestros perros
domésticos se han probado en perros. Y la seguridad de la mayor
parte de las medicinas para humanos se ha comprobado en

perros antes de confirmarse en ensayos clinicos con voluntarios
humanos"”.

La Agencia Europea de Medicamentos requiere estos
examenes de toxicidad en roedores y en una segunda especie de
mamifero, que suele ser el perro por sus semejanzas fisioldgicas.
“Cualquier cientifico que quiere investigar con perros tiene que
demostrar ante un comité de bioética que no hay otra alternativa
o no puede utilizar otro modelo animal’; explica Juan Lerma,
director del Instituto de Neurociencias de Alicante.

El veterinario Javier Guillén, presidente de la Sociedad
Espafiola paralas Ciencias del Animal de Laboratorio, subraya que
“todos los perros que se utilizan estan criados exclusivamente
para la experimentacién animal, los perros tienen espacios
amplios requeridos por la ley, generalmente viven en grupos,
hacen ejercicio einteracttian con sus cuidadores’”.

La percepcion generalizada es que se investiga con animales
sélo para beneficio humano, pero los perros, como el resto de
animales, se benefician de la investigacion realizada con ellos
mismos para desarrollar las vacunas y tratar las enfermedades
propias de la especie. Las pruebas en perros fueron, por ejemplo,
imprescindibles para producir la vacuna contrala rabia.

En Espana también se emplean perros para intentar vencer
enfermedades humanas. Javier Ferndndez-Ruiz, catedratico de
bioquimica de la Universidad Complutense de Madrid, va a
comenzar un estudio en perros que padecen una enfermedad
parecida a la esclerosis lateral amiotréfica, un problema
degenerativo. Los Beagle también se han utilizado para probar
nuevos tratamientos de terapia génica contra el sindrome de
Sanfilippo, una enfermedad rara que se manifiesta pronto en los
nifos con sintomas como retraso mental, problemas respiratorios
y convulsiones. Los nifios quedan en estado vegetativo y mueren
en pocos anos. El proyecto tiene como lider cientifico a la
profesora Fatima Bosch, de la Universidad Auténoma de
Barcelona.

La clave, como coincidieron recientemente filésofos y juristas
en la presentacién del ensayo El Derecho de los animales, podria
estar en invertir mas dinero para buscar alternativas a la
investigacion animal.

http://elpais.com/elpais/2015/07/20/ciencia/1437390371_753935.html
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La UE rechaza la peticion ciudadana de prohibir
la experimentacion animal

La Comision Europea ha rechazado la iniciativa
ciudadana Stop Vivisection, respaldada por 1,17

millones de firmas, que pedia el fin de
la experimentacion cientifica con animaley

Gracias a importantes avances tecnoldgicos, Europa esta
reduciendo el nimero de ensayos con animales. No obstante,
ahora seria prematuro prohibir completamente la investigacion
conanimalesenla UE.

Las principales sociedades cientificas europeas insisten a dia
de hoy, que es imposible renunciar por completo a la
experimentacion animal, clave en el desarrollo de practicamente
todos los tratamientos contra enfermedades humanas y animales.
“El objetivo final de la legislacion de la UE es eliminar los ensayos
con animales. En respuesta a la iniciativa ciudadana, la Comision
Europea adoptara una serie de medidas para acelerar los avances
en la generalizacion y uso de métodos alternativos’, ha declarado
KarmenuVella, comisario de Medio Ambiente.

La Comision recuerda que la Directiva 2010/63/UE, que queria
derogar la iniciativa ciudadana, tiene por objeto “aumentar el
bienestar de los animales cuyo uso es necesario para la
investigacion cientifica” Para estefin, en los laboratorios europeos
se aplica el principio de las 3Rs: 1) Reemplazar por cultivos
celulares o simulaciones informaticas el uso de animales cuando
es posible; 2) Reducir el niumero de animales empleados a los
estrictamente necesarios; y 3) Refinar los métodos empleados
para mejorar el bienestaranimal.

Lainstitucion europea cree que una prematura prohibicion de
la investigacién con animales en la UE probablemente provocaria
una exportacion de la investigacion y la experimentacion
biomédica fuera de la UE, a paises donde las normas de bienestar
pueden ser menos exigentes y en los que pueden necesitar mas
animales para lograr el mismo resultado cientifico.

La iniciativa Stop Vivisection se presentd a la Comision
Europea con el apoyo de organizaciones de defensa de los
animales, como el Partido Animalista Europeo. Entre los

miembros del comité de ciudadanos se encontraba la médico
espafiola Nuria Querol, fundadora del Grupo para el Estudio de la
Violencia HaciaHumanosy Animales.

En febrero, la Confederacion de Sociedades Cientificas de
Esparia (COSCE) publico un documento oficial en el que defendia
que el uso de animales en la investigacion es vital para el avance
de lamedicina. Elinforme consideraba que el nimero de animales
utilizados en los laboratorios es relativamente pequerio.

Juan Lerma, director del Instituto de Neurociencias de
Alicante y coordinador del documento de la COSCE, aplaude la
decision tomada por la Comision Europea. "Todos los cientificos
intentamos evitar el uso de animales cuando es posible. De hecho,
trabajar con una linea celular es mas facil y mas barato que
emplear un animal, pero muchas veces es imposible porque se
aleja de la realidad. Yo soy neurocientifico y unalinea celular no es
un cerebro’, sefala Lerma.

to: shutterstock
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Un farmaco derivado del cannabis ralentiza
el Alzheimer en ratones

Un equipo de investigadores del Instituto de
Investigacion Biomedica de Bellvitge (IDIBELL) ha

probado en ratones que un fdrmaco derivado del
cannabis ralentiza, tanto a nivel cognitivo como
molecular, el avance del Alzheimer en ratone:

El estudio ha constatado que la administracion de este
farmaco, formado por una combinacién de dos variedades de la
planta del cannabis, produce mejoras importantes en los ratones
tratados durante las fasesiniciales de la enfermedad.

"Hemos probado que suministrar estos dos extractos de
planta de cannabis a un modelo animal (ratones modificados
genéticamente para que desarrollen Alzheimer) tiene efectos
beneficiosos porque no tienen la misma pérdida de memoria", ha
explicado la doctora Ester Aso, que lidera el proyecto de
investigacion. Los cientificos empezaron a tratar a los ratones en
etapas iniciales de la enfermedad, cuando iniciaban la
sintomatologia clasica de pérdida de memoria, y descubrieron
que, tras cinco semanas suministrandoles el farmaco, los animales
no sélo no presentaron problemas de memoria, sino que
tampoco tuvieron dificultades en tareas de aprendizaje.

Con la administracion de este farmaco, que ya ha sido
aprobado en Espafa para tratar la espasticidad (tension de los
musculos) en la esclerosis multiple, los cientificos han conseguido
reducir la inflamacion y la toxicidad de las moléculas amiloides,
que son las marcas distintivas que se puede ver en los pacientes
con Alzheimer. Ademés, este farmaco modula el estrés oxidativo,
otro de los procesos comunes en este tipo de enfermedades
neurodegenerativas y que hace que las células generen
compuestos oxidantes que danan a otras moléculas del entorno.
"La suma de todos estos efectos podria explicar la mejora a nivel
cognitivo observada en los animales tratados", explica la doctora
Aso.

Las bajas dosis suministradas de esta combinacién de
extractos de cannabis hacen que los cientificos descarten casi
completamente la posibilidad de efectos secundarios. Las dosis
del farmaco son muy bajas, una décima parte de lo maximo
permitido, por lo que los investigadores asumen que no habra
efectos secundarios. En cualquier caso, los efectos derivados de
este farmaco son muy leves, como nauseas, mareos o malestar.

Al tratarse de un farmaco ya comercializado para la esclerosis
muiltiple y que esté en fase avanzada de desarrollo clinico para
otras aplicaciones terapéuticas, los cientificos calculan que los
primeros ensayos clinicos con humanos no tardaran mucho
tiempo. "Esperamos que un tratamiento prolongado permita
ralentizar la progresion de la enfermedad en los humanos. Esto no
es curativo porque no evitamos la causa de la enfermedad, pero
ralentizamos el proceso porque mitigamos las consecuencias
negativas’, ha puntualizado la doctora.

Foto: shutterstock
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Secaleros

por el

Yolanda
Saavedra
Torres

Esta Secalera nacida en Barcelona
hace 40 anos y licenciada en
Veterinaria por la Universidad
Autonoma de Barcelona, se doctoro en
Neurociencias tras una larga tesis
doctoral bajo la direccion de Patri
Vergara y fue la primera en seguir el
programa de residencia en medicina
de animales de laboratorio.

Su interés por la medicina de animales
de laboratorio desperté durante su etapa
como estudiante predoctoral, ya que a veces
sus ratas tenian problemas de salud y ni
tenfa los conocimientos necesarios niteniaa
nadie a quien recurrir. Fue entonces cuando
se dio cuenta que se necesitaban mas
veterinarios en el area del animal de
laboratorio. Una nueva salida a explotar en
un pais con demasiados veterinarios. Hacia
el 2001, empezé a trabajar para el SIAL
(Serveis Integrats de 'Animal de Laboratori)
y el SE (Servei d'Estabulari) de la UAB, ambos
dirigidos por Jordi Canto, del que aprendio
todo lo relacionado con gestién y
funcionamiento de un animalario. Patri y
Jordi son las dos personas que definitiva-
mente han influido mas en su carrera
profesional.

En el 2007, consigui6 el diploma ECLAM
(European College of Laboratory Animal
Medicine) y un afo mas tarde, se fue a
Londres.

Se marché de Espana porque queria
ampliar sus posibilidades profesionales y
cambiar de aires. En principio no tenia
preferencia por ningin pais. Su primera
entrevista fue en Londres y el mismo dia le
ofrecieron el puesto de veterinaria.

Suponia un cambio radical de vida,
tanto profesional como personal, pero se
marcho de todas formas, con la intencion de
volver en 2-3 anos. Después de casi siete
anos, todavia siguealli.

Empezo a trabajar como veterinaria en
MRC-NIMR (Medical Research Council,
National Institute for Medical Research) en
Septiembre de 2008. El principio fue duro,
porque no conocia anadie alli.

Londres es una ciudad muy cosmopolita
y esta Secalera tiene amigos de todas partes
del mundo. La comida por supuesto no tiene
ni punto de comparacion, pero hay buenos
restaurantes y se puede encontrar hasta
jamon serrano en el supermercado en
momentos de nostalgia. A los 2 meses de
estar en Londres, conocié al que es ahora su
marido en un curso para Named Veterinary
Surgeony ahora ya tienen 3 ninos, unacasay
como no, una hipoteca. Piensa volver a
Espana algun dia, quizas cuando se jubile;
puede que antes dependiendo de las
circunstancias.

El trabajo consiste en visitar regular-
mente los animalarios y establecer
tratamientos cuando son necesarios. Forma
parte del comité ético (AWERB) y asesora a
los investigadores y técnicos en temas de
anestesia y cirugia, técnicas para toma de
muestras y administracion de sustancias,
necropsia, disefo experimental, alimenta-
cion, bienestar, etc.

Ademas tiene un laboratorio donde
pone a punto técnicas para la deteccién de
enfermedades en diversas especies de
animales de laboratorio que después utiliza
para el control sanitario de los animalarios.

Alli todo el trabajo experimental con
animales estda mucho mas regulado y
controlado por parte de la administracion.
Lanueva Directiva Europea estd basadaenla
legislacion britanica, eso os puede dar una
idea.
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Imagen ecografica en investigacion oncologica

J.A. Cdmara', E. Andrés’, S. Sdanchez', G. Visdomine', I. Blanco’ y F. Mulero’

"Unidad de Imagen Molecular,” Unidad de Animalario
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO), Madrid

INTRODUCCION

El descubrimiento de modelos animales capaces de
desarrollar tumores espontaneos tuvo como consecuencia un
incremento en la demanda de técnicas de imagen in vivo, con el
objetivo de reducir el tamario de los grupos experimentales y
mejorar la fiabilidad de los estudios (1). Estas técnicas de imagen
se asimilaron de la practica clinica, incluyendo sus aplicaciones,
ventajas e inconvenientes (1,2). Como sucede en clinica, el uso de
una u otra herramienta depende de las caracteristicas del estudio,
objetivos, 6rganos diana, e incluso, el tipo de informacién que se
pretende obtener.

Dentro de las técnicas de imagen, la ecografia se presenta
como una herramienta de andlisis rapida, barata, inocua, e ideal
para larealizacién de screenings o cribados - analisis de presenciay
localizacién de tumores (1,2) - y monitorizacion no invasiva en
estudios longitudinales.

Ventajas einconvenientes de la ecografia

El estudio ecografico se suele caracterizar por ser un estudio
no invasivo y de una realizacién rapida cuando se tienen
conocimientos suficientes (1,2,3). Salvo en los estudios con
contraste, el resto de modos ecograficos no suponen ningun
dano para el animal. Se recomienda la anestesia de los animales
para evitar el movimientoy estrés de los mismos.

Altratarse de una prueba entiempo real, los resultados que se
obtienen de un estudio ecogréafico son, en la mayoria de los casos,
inmediatos (1,2,3,13), lo que permite tomar decisiones rapidas,
evitando retrasos.

Otras ventajas de la ecografia son su bajo coste y que no
utiliza radiacién, porlo que no esté sujeta a legislacion especifica
para su manejo y no requiere instalaciones complejas con
medidas de radioproteccion.

Comparada con otras técnicas de imagen como la TC
(Tomografia Computerizada) o la RM (Resonancia magnética), la
ecografia es una buena técnica de imagen en el andlisis de tejidos
blandos, ya que posee una alta capacidad de contraste entre
tejidos, y una resolucion minima considerable (3).

Por ultimo, la ecografia es una de las técnicas de imagen con
clara traslacionalidad. Esto permite una rapida extrapolacion de
resultados entre la imagen preclinica y la clinica, en ambas
direcciones (2).

La principal desventaja de la ecografia, como ocurre en su
version clinica, es que se trata de una técnica operador-
dependiente. Los resultados que se obtienen de los estudios
ecograficos dependen de manera directa de los conocimientos y
experiencia del ecografista. Cuanto mayor sea el conocimiento
del operador (anatomia, interpretacion ecogréfica, conocimiento
de artefactos ecogréficos...) mayor informacion y de mejor
calidad se podra obtener de los estudios (1,2).

Otra de las desventajas de la ecografia es que se trata de un
estudio en el que se observa un solo corte de la estructura, no
teniendo referencias ni datos acerca del resto del drgano
estudiado. Esto se ha solucionado en parte mediante el uso de
motores3D(1).

A diferencia de otras técnicas de imagen, la ecografia no es
muy utilizada para el andlisis de estructuras como el hueso o los
pulmones (1,2). En cuanto a la superficie 6sea, algunos estudios
concluyen que la ecografia sélo es util para la valoracion de
articulaciones. Con respecto a los pulmones, la ecografia se limita
al examen ante la sospecha de liquido pulmonar (quilotérax,
hemotorax, etc....), o al andlisis de masas adheridas a la pared
pleural. Para masas intrapulmonares o incluso intratraqueales o
bronquiales, no es unatécnica recomendada.
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La ultima desventaja es que esta técnica aporta informacion
casi exclusivamente anatomica. Los Unicos modos ecogréficos
que pueden aportar cierta informacién relativa a funcionalidad
son la ecografia con contraste y el doppler (2).

Basesfisicas dela ecografia

Los ultrasonidos (US) son ondas mecanicas imperceptibles
por el oido humano (méds de 20.000 Hertzios). Su propagacion es
longitudinal y no se transmiten por el vacio (2). Los US poseen una
frecuencia (nimero de ciclos por unidad de tiempo del proceso
ondulatorio) y una longitud de onda (espacio que la onda avanza
en cada ciclo), y estas dos caracteristicas son inversamente
proporcionales (2).

El cambio de medio por el que se propagan los US se define
como interfase, y en ella sufren procesos que influyen en su
capacidad de propagacion (2,3). La reflexion produce en la
interfase una nueva onda con la misma direccion pero sentido
opuesto al de la onda originaria. Esta nueva onda, o eco, es
recogida e interpretada por el equipo ecogréfico,
representandose en la pantalla del equipo como un punto de la
imagen, cuya intensidad depende de la naturaleza de la interfase
generadora (3).

Altas frecuencias de US conllevan menores longitudes de
onda y mayores posibilidades de encontrar una interfase y sufrir
una reflexién, precipitando la desaparicién de la onda de US a
escasa distancia de su origen. Esta es la razén por la que un
estudio ecogréfico de alta frecuencia sélo puede llevarse a cabo
en estructuras muy superficiales (3). Sin embargo, el gran nimero
de choques US/interfase genera multitud de ecos que
proporcionaran una imagen de gran resolucion (2). Es mision del
ecografista valorar la estructura a estudio y elegir una sonda
ecogréafica con la frecuencia de onda idénea para obtener, por un
lado, una buena calidad de imagen (6ptima resolucién), y por
otro, una buena profundidad de exploracion (6ptima
penetracion).

PROCEDIMIENTOTIPICO DEEXPLORACION ECOGRAFICA

Todas las exploraciones ecograficas que se realizan por parte
de la Unidad de Imagen Molecular del CNIO siguen el
procedimiento aprobado por el Comité de Etica de Investigacién
y de Bienestar Animal (IACUC) interno del centro y dentro de un
proyecto aprobado porla Autoridad Competente.

Las exploraciones se realizan con el animal anestesiado
mediante Isofluorano al 4-5% en induccion y 2% en
mantenimiento. Para evitar la posible hipotermia secundaria a la
anestesia, la cama-soporte sobre la que se sittia al animal posee
un sistema calefactor, y la temperatura del animal se controla con
una sonda rectal. Los animales se colocan en dectbito supino o
prono, en funcion de la estructura a explorar, pero siempre en una
posicion relajada. Se depila la zona de interés y se aplica gel
ecografico previo al inicio del estudio. Este soporte ademas
cuenta con detectores de ECG para sincronizar el latido cardiaco,
muy util en los estudios ecocardiograficos.

Una vez concluida la exploracién, el animal se devuelve a su
cubeta, confirmando en todo momento que se encuentra en
optimas condiciones.

MODOS ECOGRAFICOS MAS UTILIZADOS EN ONCOLOGIA
PRECLINICA

Ecografiaen ModoB

El modo B o Brillo es el modo ecografico mas utilizado y es el
comunmente conocido como”escala de grises”. En él, laimagen se
compone de multiples puntos con diferentes intensidades de
brillo y posicién. Estos valores dependen de la naturaleza del eco
recibido (intensidad y tiempo).

El modo B es un modo bidimensional que representa una
seccion o corte tomografico de la estructura a estudio, y en el que
se pueden valorar sus dimensiones, morfologia, conformacion
interna e intensidad de senal (2). Esta ultima valoracion se realiza
siempre mediante la comparacion de estructuras; asi existen
diferentes tipos de ecogenicidades en la ecografia en modo B (ver
Figura1):

- Una estructura es hiperecogénica con respecto a otra si
presenta una mayor intensidad de sefal (imagen mads
brillante).

- Una estructura es hipoecogénica con respecto a otra si su
intensidad es menor (imagen mas oscura).

- Una estructura es anecogénica si no presenta senal (imagen
negra).

En condiciones normales, las relaciones de ecogenicidad de
las diferentes estructuras anatémicas son constantes. La pérdida
de estas relaciones de ecogenicidad puede ser indicativa de
alteraciones en las estructuras estudiadas (4).
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Figura 1.- Ejemplo de diferentes ecogenicidades. lzquierda: el higado
(flecha roja) es hiperecogénico con respecto al liquido libre (estrella
blanca). Derecha: el higado es hipoecogénico (flecha roja) con respecto al
rifidn derecho (asterisco amarillo).

La mayoria de los estudios ecogréficos en investigacion
oncologica preclinica se realizan mediante modo B, y buscan
encontrar alteraciones estructurales en drganos o la presencia de
masas en diferentes localizaciones. Una vez localizada la masa o
tumor, se procede a valorar sus dimensiones, morfologia y
estructurainterna.

Otros usos que presenta la ecografia en modo B son los
analisis gestacionales -incluyendo la datacion fetal (5) - o la
ecografia intervencionista - realizacion de punciones
/aspiraciones o administracion ecoguiada de sustancias (6).

Las principales ventajas de este modo ecografico son su
rapidez y su inocuidad. Su principal limitacion es la espacial, se
aprecia un solo corte de la estructura, perdiendo informacion del
resto del 6rgano a estudio (7). Otra desventaja de este modo es la
escasa cuantificacion que se puede hacer de los resultados.

Ecografiaen Modo M

El modo M o Movimiento es el modo ecografico mas utilizado
en ecocardiografia (8,9); también es muy util en el analisis de
vasos sanguineos (10).

Se trata de un modo en el que se representa una seccion
longitudinal de modo B a lo largo del tiempo, y sirve para valorar
estructuras moviles (de ahi el termino Movimiento). La seccion
que se analiza se elige durante una exploracion en modo B, tras lo
cual se representa en el eje de ordenadas, y se repite a lo largo del
eje de abscisas durante el tiempo que dura la exploracion (ver
Figura 2).
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Figura 2.- Modo M y B en un corazén de ratén. Parte superior: modo B.
Parte inferior: se observa el trazado en modo M y las medidas resultantes
delanalisis.

La principal ventaja de este modo es su rapidez. Su principal
inconveniente eslalimitacion espacial.

Ecografia Doppler

Este modo se basa en el denominado efecto Doppler (el
analisis de los ecos generados por una particula en movimiento
permite obtener informacion acerca del mismo; 2).Enel casode la
investigacion oncoldgica preclinica, el modo Doppler se utiliza en
elanalisis de flujos sanguineos (11).

Los protocolos de estudio recomiendan realizar las
exploraciones Doppler de vasos sanguineos en un corte
longitudinal de los mismos, intentando obtener una imagen del
trayecto completo de los vasos, y aplicando un angulo de
incidencia sobre su eje longitudinal menor de 30°(2).

Existen tres tipos de estudios Doppler (12), en funcién de sus
caracteristicas (ver Figura 3):

- Doppler pulsado: se representa un flujo de particulas en
movimiento a lo largo del tiempo, aportando informacién,
por ejemplo, de la velocidad y la intensidad de flujo, o la
frecuencia de pulsos. Con estos datos se pueden calcular
voltimenes de flujo, indices de resistencia vascular, indices
de pulsatibilidad vascular, y otros pardmetros (11). El
principal inconveniente de este modo Doppler es que
requiere unas intensidades de sefial Doppler minimas para
poder caracterizarlas.
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- Power Doppler: este modo posee una gran sensibilidad, por
lo que se utiliza en la busqueda de flujos débiles (13). Tras la
utilizacién de este modo, se suele proceder el estudio
pulsado de la sefal, con el fin de caracterizar el flujo
observado (2).

- Doppler color: en este estudio se representa mediante un
gradiente de color la velocidad de la sefal Doppler, asi
como su direccién con respecto a la sonda ecogrifica. De
este modo, las sefales Doppler que se alejan de la sonda se
colorean en azul, mientras que las sefiales que se acercan
son de color rojo (2). La intensidad de color (de azul/rojo
oscuro a blanco) se corresponde con la velocidad del flujo.
Este modo se utiliza para caracterizar vasos cuando existen
dudas acerca de su naturaleza (venas y arterias) o para
valorar la aparicion de flujos sanguineos andmalos o

turbulentos (como en los shunts u obstrucciones
vasculares).
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Figura 3.- Modo Dopgler A) Modo pulsado. B) Modo Power en arteria
umbilical. C) Modo Power de flujo intrahepatico (flechas blancas),
apreméndoseunasenaldeartefactopormowmlento(ﬂechasamarallas)

La realizacion de estudios Doppler a mano no se recomienda
ya que el movimiento involuntario de la sonda alterara en gran
medida la posibilidad de obtener resultados fiables al tratarse de
sefales, en la mayoria de los casos, de bajaintensidad.

Otra limitacion de los estudios Doppler es que, de manera
similar a la ecografia en modo B, los estudios son tomogréficos,
porlo que existe unalimitacién espacial.

Ademads, también hay que tener en cuenta la posible
influencia del plano anestésico del animal en los valores de
presion arterial y flujo de los vasos sanguineos. A este respecto,
existen diferentes articulos que analizan la influencia que tienen
los farmacos anestésicos mas usados sobre diferentes parametros
cardiovasculares de los animales (14). Con el fin de evitar la
posible variabilidad de resultados por causas anestésicas, es
recomendable utilizar siempre el mismo protocolo anestésico
durante un experimento, asi como confirmar que el plano

anestésico alcanzado por el animal, antes de comenzar la
ecografia, es el correcto.

El principal uso de la ecografia Doppler en oncologia
preclinica es el analisis de neoangiogénesis tumoral. En estos
estudios, se precisan caracterizar los diferentes vasos sanguineos
que se desarrollan dentro del tumor. En este sentido, la ecografia
Doppler presenta una limitacion, ya que son necesarias unas
intensidades de flujo sanguineo minimas para poder analizarse.
Vasos sanguineos de escaso calibre producen sefales Doppler
débiles, que van a ser dificiles de diferenciar del ruido o fondo
durante el estudio (15).

Ecografiade contraste

Los medios de contraste se componen, en la mayoria de los
casos, de una capsula lipidica en la que se introduce un gas inerte.
Este gas genera una interfase gas-tejido blando, que
ecograficamente se traduce en una sefal hiperecogénica, que es
cuantificada durante el analisis ecogréfico. Las capsulas lipidicas
quedan atrapadas en el lecho vascular, sin atravesar la pared de
los vasos e invadir el espacio extracelular (16). Por este motivo,
estos medios de contraste son idéneos para el estudio vascular
(15,16).

El uso de contrastes en la ecografia de animales de laboratorio
ha experimentado un incremento en los ultimos anos, gracias al
desarrollo de sondas especificas, que se combinan con medios de
contraste rutinarios, para asi incrementar su especificidad (2).
Debido a ello, existen dos tipos de contrastes ecogréficos, los no
especificos y los especificos.

La cinética tipica de los contrastes no especificos se define por
la presencia de una fase aguda de llegada al tejido y una lenta
eliminacién del mismo (ver Figura 4). La representacién gréfica de
este proceso permite el andlisis de la vascularizacion tisular, ya
gue la intensidad de llegada del contraste y su eliminacion
dependen directamente del flujo vascular local (15). La
comparacién de diferentes gréficas permite realizar un andlisis de
flujos vasculares en diferentes tejidos, o, por ejemplo, en un
mismo tejido tras un tratamiento.

Los contrastes ecograficos especificos se componen de las
mismas capsulas o microburbujas, unidas a un ligando especifico,
que se fija a su diana de manera mas estable que los contrastes
puramente vasculares. Los ligandos mas comunes son antigenos
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Figura 4.- Estudio de contraste ecogréfico. lzquierda: realizacién de una
ROI sobre la estructura a estudio. Derecha: curva resultado; en el eje X se
representa el tiempo vy en el eje Y, el porcentaje de contraste en el area
analizada.

presentes en el compartimento vascular, por ejemplo en células

endoteliales, leucocitos o plaquetas (17).

Los ligandos mas sencillos se aprovechan de la habilidad
natural de ciertos componentes de las capsulas, como la
albumina, para unirse de manera directa o indirecta a células que
se han activado de manera patolégica. Aunque la especificidad de
este efecto es limitada, es la manera mas sencilla de realizarlo.
Otros métodos mas especificos utilizan ligandos como
anticuerpos o pequenos péptidos para unirlos a la superficie del
contraste ecogréfico (17).

Aunque el uso principal de los contrastes ecogréficos es el de
analizar la vascularizacion de los tejidos, existe una modalidad de
ecografia unida a tratamiento y basada en la utilizacion de medios
de contraste ecogréficos en cuyo interior se vehiculiza el farmacoa
utilizar. El comportamiento de estas capsulas “cargadas”es similar
al de los contrastes ecograficos tipicos. Una vez monitorizada la
llegada de las capsulas al tejido u 6rgano diana, se emite un pulso
ultrasonico de alta energia que rompe la estructurade las capsulas
ylibera el farmaco en lazona especifica (18).

Las limitaciones principales del estudio ecogréafico con
contraste son las tipicas de la ecografia comun: el movimiento y la
limitacion espacial (16).

Otra de las limitaciones del estudio es la aparicion de falsas
senales de contraste, como pueden ser los liquidos en
movimiento (estructuras quisticas, ascitis, etc....), o
mineralizaciones de tejido que incrementan de manera irreal la
senal asociada al contraste (ver Figura 5). También se debe tener
cuidado, en los estudios de microvascularizacion, de no incluir en
la imagen ecogréfica un vaso sanguineo, ya que la presencia de
éstos produce un error en el analisis cinético, pues el contraste
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Figura 5.- Artefacto en estudio de
contraste ecografico. El liquido libre
intraquistico se interpreta
errébneamente como senal
procedente de contraste (asteriscos
amarillos).
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ecografico aparecera en el vaso previamente a su distribucién por
eltejido(19).

Ecografiaen3D

El desarrollo de nuevos equipos y programas informaticos de
imagen ha permitido la aparicién de un nuevo modo ecografico,
el modo 3 dimensiones. Este modo corresponde con un tipo de
exploracion tridimensional de cualquiera de los modos de
ecografia tipicos (modo B, modo Power Doppler, estudio de
contraste ecogréfico).

Una ecografia tridimensional se compone de sucesivos cortes
tomograficos (imagenes ecograficas tipicas) integrados para
formar una imagen tridimensional completa. La adquisicion de
estos cortes se realiza a través de la sonda ecogréfica y ésta se
desplaza sobre la muestra graciasa un motor 3D.

El principal uso de este tipo de ecografia es evitar la limitacion
espacial de la ecografia y permitir el célculo preciso, por ejemplo,
de volumenes en modo B (20; ver Figura 6), o cantidad total de
flujo vascular en una estructura mediante un estudio en modo
Power Doppler (7,13,20; ver Figura 7). Incluso se puede valorar el
contenido total de contraste ecogréfico presente en una muestra

traslainyeccion del compuesto (7).
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Figura 6.- Imagenes de un estudio 3D con creacion de un volumen de
interés,
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Figura 7.- Estudios 3D Power Doppler de la vascularizacion renal. En la
figura A se combinan laimagen modo By Power Doppler, mientras que en
laimagen B sélo se observa la vascularizacion.

Las limitaciones de este tipo de ecografia son las mismas que
se aplican al modo basico que sevaya a utilizar.

Elastografiay analisis de radiofrecuencias

La elastografia es una técnica de analisis de tejidos en la que
se mide larigidez de una estructura en funcién de los cambios que
sufre su morfologia al ser sometida a una presion conocida (21).
Este dato puede informar acerca de la composicion de los tejidos,
ya que la elasticidad de los mismos suele ser debida a la cantidad
de colageno de las estructuras. Las variaciones en la elasticidad
pueden indicar, por ejemplo, si un tratamiento ha sido capaz de
modificar larelacion de tejido celular/estroma de un tumor (22).

Numerosos equipos clinicos poseen el modo de elastografia.
En este tipo de estudios, el ecografista realiza un andlisis de la
estructura a estudiar antes y después de realizar una presion
manual con la sonda sobre la zona explorada. Esto permite, por
ejemplo, clasificar los tumores hepaticos o diferenciarlos de los
nodulos cirroticos o de regeneracion (23).

En el caso de la investigacion preclinica oncologica en
pequenos animales, se puede realizar una medicion de
radiofrecuencias.

El equipo de andlisis de radiofrecuencia recoge los ecos que
vuelven durante una exploracion ecografica tipica. Estos ecos
regresan en forma de ondas de radiofrecuencia y son
interpretados, en los modos ecograficos tipicos, y representados
como parte de una imagen. Los estudios de radiofrecuencia no
convierten estas ondas en pixeles, sino que las representan en
forma de graficas aportando informacién acerca de los decibelios
del eco. Cada grafica representa una seccion de la imagen
visualizada, desde la superficie hasta la zona mas profunda, y las
caracteristicas de la gréfica representada dependen de la
naturaleza de las estructuras que componen esa seccion
analizada.

El estudio por radiofrecuencia permite comparar diferentes
tejidos o estructuras en funcién de la senal que llega de vuelta al
ecografo. En la mayoria de los casos se realiza un estudio basal,
que se define como “patrén”. Tras realizar el tratamiento o la
manipulacion descrita en el experimento, se vuelve a analizar la
estructura y se compara la grafica obtenida con la gréfica“patron”
original. De este modo, se puede valorar numéricamente la
diferencia de senal recibida por el equipo (24).

Los estudios de radiofrecuencia no son estrictamente
elastografias, pues no analizan los cambios de sefial tras someter
los tejidos a presiones; pero pueden ser utilizados ante sospechas
de cambios estructurales en los tejidos (24; ver Figura 8).
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Figura 8.- A) Anadlisis por radiofrecuencia de un tumor. La gréfica
representada corresponde a la seccion de la imagen elegida en la ventana
de la izquierda (flecha roja). B) Andlisis comparativo de dos estudios de
radiofrecuencia. La linea amarilla (flecha roja) corresponde con la recta de
regresion al realizar la comparacion entre el estudio actual y el que setoma
como referencia (asterisco blanco). En este caso se analiza una seccion de
laimagen (flecha amarilla).

La principal limitacion de este modo ecogrifico es que, al ser
un estudio comparativo en el tiempo, las secciones estudiadas
pueden variar, con lo que los resultados pueden verse influidos al
estudiar secciones de tejido no idénticas. En este caso no se puede
utilizar el modo 3D para analizar toda la estructura; para ello se
deberan realizar sucesivos estudios a lo largo del érgano a
analizar. Una manera de minimizar esta variabilidad es tomar
referencias anatomicas de las zonas analizadas para ser
localizadas en los sucesivos estudios.

CONCLUSIONES

La ecografia es una técnica de imagen que puede ser utilizada
en investigacion preclinica en multitud de situaciones,
reduciendo el numero de animales de los experimentos y
aportando informacion valiosa en el desarrollo de estudios
longitudinales. Como cualquier técnica de imagen, posee ciertas
limitaciones basicas, aunque éstas pueden compensarse
utilizando alguno de los modos ecogréficos descritos en este
articulo.
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Imagen en animal de laboratorio con microTomografia
Computerizada (TC) Y Densitometria

S.Sdnchez', G.Visdémine', J.A. Camara', E. Andrés', E. SanMartin', I. Blanco’ y F. Mulero’

"Unidad de Imagen Molecular,” Unidad de Animalario
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO), Madrid

TOMOGRAFIA COMPUTERIZADA (TC)
IntroducciénalaTC

Las imdgenes en TC estan basadas en la diferente absorcién
de los rayos X por parte de los tejidos. Los diferentes tejidos,
incluyendo los tumores, con diferente composicién van atenerun
patrén de absorcidon de rayos X distinto (1,2), que hace que se
identifiqguenenlaimagen (verFigura 1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Ejemplo de un equipo de Tomografia Computerizada de
pequeno animal.

Para realizar un microTC se adquieren los datos volumétricos
del ratén con una fuente de rayos X de baja energia (30-50 kV), en
comparacién con los equipos clinicos de humana (115-120 kV).
Un detector rota alrededor del animal y genera las imagenes en 3
dimensiones que pueden ser analizadas posteriormente
mediante cortes tomogréficos, y permite la identificacion de
organos, estructuras anatomicas y tumores de forma no invasiva,
repetible y sin necesidad de sacrificar a los animales (3,4,5). A
diferencia de la resonancia magnética (RM), la TC muestra pobre
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contraste de los tejidos blandos adyacentes. Para mejorarlo, se
administran sustancias de contraste que delimitan dichos
organos y aumentan la visibilidad de los diferentes tejidos. Los
mejores organos visualizados por TC son los pulmones, que
tienen una densidad muy baja debida al aire que contienen (ver
Figura 2), y los huesos que tienen una densidad muy alta.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Corte transaxial del térax de una TC de un modelo transgénico
de carcinoma pulmonar en el que se observan varios tumores de gran
tamanoen pulmon derecho.

Las imagenes de microTC se registran en una cdmara CCD de
alta resolucién (Coupled-Charged Device). El estudio de un animal
completo a una resolucion de 200 um tarda alrededor de 15
minutos, aunque se pueden obtener resoluciones mas altas de
50 pm incrementando el tiempo de escaneo. Hay que tener en
cuenta, a la hora de planificar estudios longitudinales en un
mismo ratén, que la radiacion ala que se somete a los animales de
experimentacion no es despreciable, 0.6 Gy por CT a 200 um de
resolucion, lo que equivale a un 5% de la dosis letal media, LD,,,
porraton.

Los equipos microTC, al emitir radiacién, deben estar
ubicados en zonas controladas y estan sometidos a inspecciones
por el Consejo de Seguridad Nuclear. Todo el personal que trabaje
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con este tipo de equipamiento se considera radioexpuesto y debe
estar en posesion del titulo de operador de instalaciones
radiactivas.

Los equipos de TC se utilizan también como parte de equipos
hibridos en Medicina Nuclear conformando equipos PET-TC
(Tomografia de Emision de Positrones) y SPECT-TC (Tomografia de
Emisién de Fotén Unico), ya que proporciona la imagen
anatomica de alta resolucion de la que los equipos SPECT y PET
carecen.

Imagen conTomografia Computerizada (TC)

Los estudios con microTC son relativamente sencillos vy,
practicamente, no requieren preparacion previa de los animales.
Para realizarlos es necesario mantener a los animales inmdviles
bajo anestesia para evitar los artefactos en la imagen que
produciria el movimiento. También es necesario mantener la
temperatura corporal del ratén constante para prevenir las
hipotermias debidasa laanestesia.

Como hemos mencionado, se pueden utilizar agentes de
contraste exégeno para mejorar la ratio de la sefal entre tejidos y,
por lo tanto, entre los tumores y el tejido sano circundante. Los
agentes de contraste aumentan la densidad del tejido. El
contraste introduce un dtomo pesado, proveniente de un metal, y
en presencia de estos atomos pesados, se modifica la absorcién
de los rayos X que atraviesan los tejidos y 6rganos dando lugar a
unaimagen con mayor densidad y con menor ruido. La utilizacién
de agentes de contraste se hace imprescindible en tejidos
blandos y en los tumores que se localicen en estos tejidos
(cerebro, higado, musculo, etc.).

En humanos, se utilizan agentes de contraste solubles en
agua, pero estas sustancias no se pueden utilizar en el ratén. El
metabolismo mas rapido del ratén junto con la velocidad de
captacion de imagenes de los equipos para animal pequefio son
los motivos mas importantes que impiden la utilizacién de estas
sustancias. Los escaneres de pequefio animal todavia no son lo
suficientemente rapidos capturando imagenes, comparandolos
con los equipos clinicos, de manera que la adquisicién en un ratén
puede tardar bastante mas del doble comparado con un estudio
en un TC clinico de humana. Ademas, los contrastes utilizados en
pacientes como el lopamiro, se eliminan mdas rapidamente por el
rifidén de ratones (minutos en humanos y segundos en el ratén), no
permitiendo tiempo suficiente del contraste en el organismo para
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capturar las iméagenes. Para solucionar este problema, se han
desarrollado agentes de contraste especificos para pequeno
animal con un aclaramiento renal maslento (6).

A continuacion, se describe el protocolo que seguimos en la
Unidad de Imagen Molecular del CNIO para hacer una microTC.

Material y Método

Todos los procedimientos realizados en los animales deben
estar dentro de un proyecto que haya sido evaluado
favorablemente por un érgano habilitado y haya sido aprobado
porla Autoridad Competente.

Materiales:

- Equipo de Imagen: TC Locus de GEHC o TC eXplore Vista
from GEHC.

- Lamparadeinfrarrojos.

- Colchdn con agua calefactada adaptado a la camilla de
exploracion del microTC y una bomba de calor que
mantiene la temperatura constante del animal.

- Anestésicos: mesa de anestesia de isoflurano (Locus CT) y
sevofluorano (eXplore Vista PET-CT) con camara de
induccion y mascarillas para la camilla del equipo.

- Jeringas deTuberculina parainyeccion de contraste (1 ml).

- Agujas,gauge 30(G30).

- Gel lubricante de ojos: 3.0 mg/ml carbomero en cloruro de
benzalconio.

- Software: eXplore Vista PET-CT MMWKS para adquisicion,
procesado y analisis de imagen; o Microview software para
Locus CT(7,8).

1.TCsin contraste

1.1. Preparacién del animal: El animal no requiere preparacion
especifica previa a la exploracion. Para realizar la prueba, el animal
es anestesiado con isofluorano, anestésico inhalatorio seguro, de
rapida eliminacién, e interferencia minima con la investigacién.
Primero se realiza una induccion al 3-5% en camara de induccién
durante unos 3-5 minutos. Posteriormente, el animal es colocado
en la camilla del TC, encima del colchén con agua calefactada, y
conectado al equipo de anestesia inhalatoria donde el animal es
mantenido a un 2% de isofluorano con un flujo de 0.5 I/minuto
durante toda la adquisicién. Antes de comenzar, se aplica el




lubricante corneal para evitar danos oculares en el animal.

1.2. Seleccion de parametros: Antes de iniciar el estudio
seleccionaremos el area de interés que va a ser escaneada y
seleccionar los parametros de energia y corriente que
necesitamos para el correcto estudio de los diferentes 6rganos.
Los parametros estandar son los que se detallan a continuacion:

- Intensidad de corriente: desde 140 a 1000 mA. Dependiendo
deladensidad deltejidoaescanear.

- Ndmero de disparos de rayos X: desde 1 a 32, referido al
numero de rayos X emitidos desde el tubo. A mas disparos,
mayor ratio sefal ruido en la imagen y como consecuencia,
el estudio sera de mejor calidad pero sera mas largo y
produciremos una mayor radiacion al raton.

- Resolucién: estandar (200 pm), alta (100 pm), o maxima (50
pum). La maxima tiene mayor calidad de imagen pero tarda
mas en adquirirse, por lo que se utilizara para estudios de
zonas especificas, como por ejemplo una parte de un hueso
(ver Figura 3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Corte longitudinal de un fémur de raton con un osteosarcomay
en el que se observa el crecimiento tumoral alrededor del hueso

- Numero de proyecciones: Desde 360° a 720°. Refiriéndose a
una rotacion completa y a una doble rotacién completa; en
este caso, también alargamos el estudio con el nimero de
proyecciones e incrementamos la radiacion al ratén.

= Numero de camas/posiciones: 1 a 3. Los avances del campo
de estudio de imagen se miden en bed positions. Para hacer
una TC de un 6rgano en un ratén es suficiente con una sola
cama (bed). Si queremos hacer el cuerpo completo,

tendremos que utilizar 2 o 3 camas dependiendo del
tamano del animal. Hay que tener en cuenta que a mayor
numero de camas, existira una mayor superposicion entre
ellas que puede dar lugar a artefactos donde se unen ambas
camas.

- Voltaje: desde 30 a 80 kV. Cuando se realicen estudios de
partes blandas es mejor poner el voltaje a 30 KV y para los
estudios de huesos es mejor incrementarlo hasta 80 KV (ver
Figura4).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Renderizacion en 3D de un fémur de ratén con un
osteosarcoma. Se observa ademas, laarticulacion con la palailiaca.

1.3. Cuantificacion: Posteriormente se debe realizar una
cuantificacion. Una TC con adquisicion estandar en raton tendra
los siguientes parametros: intensidad de 150 mA y voltaje de 45
kV, con resolucion estandar (200 pM), 360° and 16 shots para 1

bed positions, 8 shots si vamos a hacer 2 bed positions.

1.4. Gating/Sincronizacion respiratoria y cardiaca: En los
estudios cardiotoracicos, el animal debe ser monitorizado para
medir la frecuencia respiratoria y cardiaca Los artefactos debidos
al movimiento respiratorio en estos estudios son muy
importantes para detectar los tumores pulmonares. Se pueden
obtener las senales tanto cardiacas como respiratorias y
sincronizarlo con laadquisicion de imagenes por parte del equipo
TC. Tras la adquisicion y durante el procesado de las imagenes,
estas se agruparan en sistole/diastole y espiracion/inspiracion. De
esta manera se evitan los artefactos de movimiento.

1.5. Reconstruccion: Una vez terminada la fase de adquisicion
se debe realizar la reconstruccion. Las imagenes se reconstruyen
utilizando una versién modificada de un algoritmo descrito por
Feldkamp, Davis and Kress (FDK, 8), que esta incluido en el
software del equipo, empleando Regiones de Interés (ROI). Para
ello, el tumor debe ser identificado en la imagen. Una vez



localizado, debemos dibujar un area de interés alrededor del
perimetro del tumor y el software reconstruye un volumen que
abarca las 3 dimensiones de ese tumor (ROI). El software emplea
voxeles ctibicos de este tamafio para definir la ROl 50x50x50 cm’.
Con este tamano del voxel se puede calcular automaticamente el
volumen del tumoren cc. (verFigura 5).

Imagenes suministradas por la autoria

Figura 5.- Ejemplo de ROI (en verde) en las diferentes proyecciones del TC
para realizar la cuantificacion tumoral. En laimagen se observa en verde el
areade interés sobre un tumor pulmonar.

2.TC con contraste.

El agente de contraste debe ser administrado antes de la
adquisicion de laimagen. El contraste puede seradministrado por
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diferentes vias: oral, intravenosa o intraperitoneal, dependiendo
del organo a estudiar. Por ejemplo, en estudios del aparato
digestivo la via oral es la indicada; sin embargo, en estudios
hepaticos se puede utilizar el contraste intravenoso o
intraperitoneal. Existen varios tipos de contrastes entre los que se
encuentran:

- Lopamiro 300° lopamidol (Bracco). Es un contraste no
ionico soluble en agua. Este tipo de agentes son los mas
utilizados en clinica humana y presentan una baja toxicidad,
incluso en estructuras delicadas como es el endotelio
vasculary el cerebro.

- Fenestra™ VC and Fenestra™ LC (Alerion Biomedical). Se
basa en emulsiones de lipidos iodinados. Fenestra™ LC (LC,
liver contrast) proporciona visualizacion del sistema
hepatobiliar. Fenestra™ VC (VC, vascular contrast) es una
variante del LC que proporciona un contraste superior a
nivel de la vascularizacion, incluso después de horas de la
inyeccion.

- Exia™ 160XL (Binitio Biomedical, Inc.). Exia™ 160XL es un
coliode acuoso polidisperso con una permanencia
prolongada en el poolsanguineo.

Estos dos ultimos contrastes son recomendados para estudio
de vascularizacion (Fenestra y Exia) porque permanecen en el
organismo mas tiempo. Ademas, son de gran utilidad para
equipos preclinicos pequefios que adquieren a menor velocidad.
Tedricamente, Fenestra y Exia son de eleccion para animal
pequeno porque tienen un aclaramiento renal mas lento, aunque
en nuestra experiencia, no proporcionan grandes ventajas y son
mucho mas caros que el lopamiro (9).

El protocolo de adquisicion es el mismo que para la TC sin
contraste.

DENSITOMETRIA
Introduccion ala densitometria

La densitometria, también conocida como DeXa (siglas de
Dual X ray absorciometry), es la medicion de la densidad de tejido
oseo de manera no invasiva e in vivo. También se pueden obtener
porcentajes de otros tejidos corporales, como el tejido graso y el
tejido magro.
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Los resultados que se obtienen en un estudio de
densitometria incluyen la densidad mineral 6sea (BMD Bone
Mineral Density), la composicién mineral ésea (BMC Bone Mineral
Composition), la cantidad de tejido graso, la cantidad de tejido
magro, y el porcentaje de ambos sobre eltotal (10,11,12).

Este tipo de estudios se utiliza principalmente en modelos de
envejecimiento, obesidad, o metabolismo, para verificar las
alteraciones en masa dsea (fundamentalmente osteoporosis) y la
pérdida de grasa (caquexia) en los modelos tumorales
(13,14,15,16).

El densitémetro es basicamente un equipo de rayos X que
emite radiaciones a dos niveles energéticos diferentes, reguladas
por un colimador hacia una pantalla de rayos X, donde una
camara CCD detecta la radiacién. Esta es procesada digitalmente y
se representa como unaimagen y unos valores numéricos.

El equipo informatico realiza un procesado semiautomatico
de los datos, incluyendo la separacion de tejidos blandos, la
identificacion de hueso y el posicionamiento de regiones de
interés o ROl's (Region Of Interest). Teniendo un phantom
calibrado con la absorbancia radioldgica de cada tejido del
organismo (datos de % grasa, BMD, BMC, area y porcentaje de
desviacion), se obtiene unaimagen radiografica del animal y unos
valores de composicién que varian en funcién de la absorcién
realizada de los rayos X emitidos.

El control de calidad del equipo debe realizarse a diario, antes
de utilizar el densitémetro (2). Para su calibracion deben realizarse
disparos del tubo de rayos X sobre el phantom. Ademas, se
recomienda realizar un chequeo cada vez que el aparato cambie
de ubicacion, recomendandose mantenerlo en ambientes
controlados, contemperatura controladay estable.

Manipulaciéndelosanimales

Al igual que el resto de estudios de imagen, en la
densitometria se procede a la anestesia general de los animales
para evitar el movimiento de los mismos durante la adquisicion de
las imagenes. En el centro, la anestesia se lleva a cabo mediante
isofluorano, al 5% en induccién y 2% en mantenimiento, con un
flujode 0.5/minuto.

De la cdmara de induccién se lleva el animal al equipo, donde
se coloca con las extremidades separadas del cuerpo para evitar la
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superposicion de estructuras, que alterarian las mediciones. Se
debe incluir dentro de la zona de exploracién todo el cuerpo del
animal, incluyendo la cola, aunque luego se descartaré la cabeza
para larealizacion de las mediciones, debido a la variabilidad enla
densidad 6sea que existe en el créneo. Se aplica un gel oftalmico
en los ojos para evitar la sequedad corneal. Los estudios son muy
rapidos (4-5 minutos); posteriormente los animales se recuperan
en sus cubetas respectivas.

Todos los procedimientos realizados en los animales deben
estar dentro de un proyecto que haya sido evaluado
favorablemente por un érgano habilitado y haya sido aprobado
porla Autoridad Competente.

Analisis delos estudios

El analisis de los estudios se basa en la creacién de dos ROI's,
una de exclusion y otra de analisis. Se debe situar la de exclusion
sobre el craneo, para eliminarlo del analisis global. La ROl de
andlisis puede incluir el cuerpo completo, ademas de un hueso
especifico a estudiar (se suele utilizar el fémur o una vértebra). Los
resultados obtenidos siempre incluyen los valores del animal
completo (a excepcion de la cabeza) y de la ROl seleccionada (ver
Figura6).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Dos imagenes de andlisis por densitometria. Se puede observar
en el panel de la izquierda un raton normal y en el panel de la derecha un
raton obeso, con los diferentes resultados numericos obtenidos en el
analisis densitométrico. También se aprecia la ROl de exclusién en color
verde, sobre la cabeza de los animales.

CONCLUSIONES

LaTCy la densitometria son técnicas de imagen que pueden
ser utilizadas en investigacién preclinica, reduciendo el nimero
de animales de los experimentos y aportando informacién muy
valiosa en el desarrollo de estudios longitudinales.
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Imagen Optica en animales de laboratorio

J.A. Cdmara', S. Sdnchez', E. Andrés', I. Blanco y F. Mulero'

"Unidad de Imagen Molecular,” Unidad de Animalario
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO), Madrid

IMAGEN OPTICA

Laimagen dptica estd basada en el uso de fotones de luz para
la obtencion de imdgenes (ver Figura 1). La cuantificacion de la
sefial emitida se realiza mediante una cdmara detectora de
fotones o CCD (Charged Coupled Device). Sus detectores estan
hechos de cristales de silicona que permiten detectar fotones de
luz en el rango de la luz visible casi infrarrojo con niveles de
energia muy bajos (1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Equipos de imagen optica IVIS, de PerkinElmer. Imagen del
equipo completo (izquierda) y detalle de la cabina de exploracion
(derecha). Ambasimagenes obtenidas del manual de usuario del equipo.

Las imagenes se muestran normalmente en una escala de
color sobreimpuestas a una imagen fotografica en una escala de
grises.

Las principales ventajas de esta técnica son: la monitorizacion
no invasiva del desarrollo tumoral, la rapida adquisicion
(normalmente 10-20 segundos), el facil manejo de los equiposy la
capacidad de obtener imagenes de varios animales a la vez (2).
Ademds, al no tratarse de equipos radiactivos no necesitan estar
en una zona controlada ni es necesario estar en posesion de
titulacién especifica.
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Sin embargo, uno de los problemas mas importantes de la luz
es que los fotones se atenuian al atravesar los diferentes tejidos. La
eficiencia de la transmision de luz depende de la longitud de onda
de ésta (mds eficiente por encima de 600 nm), del tipo de tejido
atravesado y su grado de dispersion (1,2). En los animales de
experimentacion, por ejemplo el ratén, al no tener tejidos muy
gruesos, la luz es capaz de atravesarlos y se pueden obtener
imagenes de buena calidad con un minimo emborronamiento
debidoa la atenuacion de los fotones de luz.

La cuantificacion de los resultados en ambos tipos de estudio
(bioluminiscencia y fluorescencia) se puede realizar utilizando
varias unidades, incluyendo cuentas, fotones y eficiencia. Esta
ultima es la mas utilizada en el ambito cientifico, manejando
valores normalizados y calibrados, que pueden ser comparados
sin tener en cuenta el equipo utilizado y corrigiendo por
diferentes pardmetros, como el tiempo de exposicion, la
agrupacién (binning) utilizada o las dimensiones del campo de
exploracion.

La técnica ha sido desarrollada para su uso en biologia celular
y molecular in vitro. Para los estudios in vivo, podemos utilizar las
técnicas de bioluminiscenciay fluorescencia.

Bioluminiscencia

Se basa en la deteccién de luz generada en animales que
contienen el gen de la luciferasa. Estos genes se encuentran
espontaneamente en animales como la luciérnaga (familia
Lampyridae) o medusas del género Renilla (3), y pueden ser
introducidos mediante técnicas de ingenieria genética en
diferentes células de interés - por ejemplo, células tumorales o
stem cells (4) - que posteriormente seran inoculadas en el animal
de laboratorio. La energia luminica se produce al interaccionar
con un sustrato Optico inyectado - D-luciferina (5).
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En el mercado, se pueden encontrar diferentes lineas de ratén
con el gen de la luciferasa incluido en numerosos tipos celulares.
Como ejemplo, podemos citar el FVB/N-Tg (Ins1-luc) VUPwrs/J, de
Jackson Laboratory (6). Esta linea se vende con un inserto del gen
deluciferasaincluido en el promotor MIP de lainsulina. Al inyectar
luciferina, se produce una expresién bioluminiscente que emana
de las células B de los islotes pancredticos. La sefal luminica es
proporcional al nimero de islotes pancreaticos, con lo que
mediante la cuantificacion de la misma se puede obtener una
aproximacion al numero deislotes pancreaticos presentes.

En ese momento pueden obtenerse las imagenes de
bioluminiscencia con una camara CCD, mostrando la localizacion
y distribucion delas células deinterés en el animal in vivo (7).

La ventaja mas importante de la técnica de bioluminiscencia
es que es muy especificay sélo emiten luzlas células que expresan
el gen de laluciferasa, por lo que no presenta actividad defondoy
permite detectar senales de muy pequefa intensidad (elevada
sensibilidad, 8), como podemos observar en la Figura 2.

Imagen suministrada por |a autoria

Figura 2.- Bioluminiscencia en un grupo de ratones Nude en un modelo
ortotdpico de tumor mamario. Se observa senal en el tumor (flechas rojas)
que contiene las células que expresan luciferasa, sin senal de fondo en la
imagen.

Fluorescencia

En la imagen mediante fluorescencia se marcan diferentes
moléculas (anticuerpos, péptidos, etc.) con proteinas
fluorescentes, como por ejemplo la proteina verde fluorescente

27

ANIMALES DE LABORATORIO
Otofio 2015. Numero 67

(GFP Green flourescent protein) obtenida de la medusa Aequorea
victoria (9). Una vez introducidas en el animal, un haz de fotones
de excitacién, con una longitud de onda especifica, ilumina el
raton y la cdmara CCD detecta la senal luminica emitida por las
proteinas fluorescentes en una longitud de onda diferente a la
inicial, permitiendo de este modo localizar la distribucién de las
moléculas inyectadas (10).

La ventaja principal de la imagen mediante fluorescencia es
su utilizacién en el marcaje celular/molecular tanto in vivo como in
vitro, y el hecho de que no necesita de la inyeccion-reaccion de un
sustrato Optico para su visualizacion. Como desventajas, esta
técnica presenta las mismas que la bioluminiscencia (atenuacion
de la luz por parte de los tejidos) con un problema adicional
debido a la inherente autofluorescencia de las sustancias de las
que se alimenta o de la sangre, etc. (se incrementa a longitudes de
onda menores de 600nm). Esta autofluorescencia se encuentraen
casi todos los materiales, incluyendo superficies plasticas o
tejidos biologicos (ver Figura 3). El poliestireno negro es el
material méas adecuado para utilizarse como soporte en estudios
invivo para evitar la fluorescencia de los diferentes materiales.

Tizsue window -
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sngth (nm)
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Figura 3.- Autofluorescencia de la hemoglobina y su superposicion con
las diferentes longitudes de onda en luminiscencia (superior) y
fluorescencia (inferior). Imagen tomada del manual técnico de Living
Image Software.Version 2.6

La autofluorescencia de los tejidos bioldgicos es incluso
mayor que la de los materiales inertes y es uno de los factores mas
limitantes en los estudios de fluorescencia in vivo. La
hemoglobina, la clorofila de la dieta e incluso el agua, son fuentes
de autofluorescencia frecuentes en los estudios en el animal de
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laboratorio. Especialmente en roedores, es importante tener en
cuenta este factor para elegir el fluoréforo que administrar, ya que
su longitud de onda deberd encontrase en lo que se denomina
ventanadelinvivo (ver Figura 4).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Ejemplos de autofluorescencia en ratones nude. Se pueden
apreciar senales inespecificas en los conos de anestesia (flechas amarillas),
asi como en particulas de suciedad (flechas rojas). También aparece sefial
inespecifica intraabdominal correspondiente a contenido digestivo
(asteriscos negros).

Manejo delosanimales

La manipulacion que se hace de los animales en esta técnica
de imagen es bastante sencilla. Como todas las técnicas de
imagen, se realizan con el animal anestesiado, para evitar el estrés
de la inmovilizacion. En el CNIO se lleva a cabo una anestesia
inhalatoria con Isofluorano (Isoflo@, Abbott) al 4% en induccién, y
2% en mantenimiento. Ademds, se depilard generosamente la
zona a estudiar para reducir la posible absorciéon de la luz por
parte del pelo, sobre todo en los animales de capas oscuras.

En los estudios de fluorescencia no se necesita mayor
manipulacién. En los estudios de bioluminiscencia, se debe
realizar una inyeccion intraperitoneal de luciferasa, previamente
al comienzo del estudio, para que ocurra la reaccién quimica que
provocara la emision de luz. El volumen a inyectar viene
determinado por la concentracion de laenzima.

Tras la realizacion del estudio, los animales se depositan en su
cubeta y su recuperacién no suele requerir mucho tiempo.
Mientras que en la fluorescencia no hay periodo de espera para la
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repeticion de estudios, en la bioluminiscencia pueden volver a
realizarse pasadas 24 horas.

Todos los procedimientos de imagen 6ptica estan aprobados
porla Autoridad Competente.

CONCLUSIONES

La Imagen Optica es una técnica de imagen que puede ser
utilizada en investigacion preclinica en multitud de situaciones,
reduciendo el nimero de animales de los experimentos y
aportando informacién valiosa no invasiva en el desarrollo de
estudios longitudinales.
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Imagen por tomografia de emision de positrones
(PET) en animal de laboratorio

E. Andrés’, S. Sdanchez', J.A. Cdmara’, . Blanco’ y F. Mulero'

"Unidad de Imagen Molecular,” Unidad de Animalario
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO), Madrid

INTRODUCCION

Las técnicas de imagen molecular aportan informacion muy
valiosa, mediante métodos no invasivos, acerca de la fisiologia de
organismos vivos y sus cambios debidos a patologias. La
Tomografia por Emisién de Positrones (PET) aporta datos
metabolicos y moleculares con una alta sensibilidad, y en
asociacion con la Tomografia Computarizada (CT) o con la
Resonancia Magnética (RM), las posibilidades de diagnéstico se
incrementan exponencialmente. En investigacion oncoldgica, la
imagen molecular presenta como objetivos principales
identificar las diferentes vias metabdlicas tumorales y sus cambios
a nivel molecular y celular, el comportamiento del microentorno
tumoral, aparicion de nuevos vasos, estroma, etc. Ademds, es
posible el andlisis y la cuantificacion del efecto de farmacos
terapéuticos en estudios longitudinales por medio de técnicas de
imagen molecular, Mediante el uso de la tecnologia PET se
pueden realizar experimentos en el mismo animal de forma no
cruenta, disminuyendo el nimero de animales necesarios para
obtener buenos resultados experimentales. El objetivo de la
presente revision es resumir los principios y los hallazgos mas
recientes en la imagen molecular mediante PET, y su aplicacién
preclinica en investigacion oncologica. Se resaltaran las bases
tedricas delatécnicaylas principales aplicaciones.

TOMOGRAFIA DE EMISION DE POSITRONES (PET)

La imagen molecular se ha desarrollado ampliamente
durante la tltima década y se ha convertido en una herramienta
esencial en investigacion preclinica. Con el uso de las técnicas de
imagen molecular, los estudios han podido trasladarse de una
manera rapida desde las lineas celulares experimentales a los
modelos animales y al campo clinico. El seqguimiento de un gen, o
laidentificacién de un metabolito, son ahora posibles mediante la
utilizacién de las herramientas de imagen molecular disponibles,
de manera aislada o en combinacion (1). Los estudios PET de
pequefo animal con el desarrollo de equipos hibridos PET y CT

29

(ver Figura 1) han cambiado la forma de realizar la
experimentacioninvivoy los estudios longitudinales.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Equipo PET-CT de pequefio animal.

El papel de la imagen molecular en investigacién oncolégica
se haincrementado con la posibilidad de crear o modificar sondas
deimagen para los diferentes procesos a estudiar. Estas sondas se
unen de manera especifica a una molécula, via metabdlica, célula,
tejido u 6rgano y son esenciales para el entendimiento de los
mecanismos moleculares, o la farmacocinética de un compuesto
en desarrollo, tanto en la fase preclinica como en la de ensayo
clinico. Los radioisétopos emisores de positrones, en el caso del
PET, unidos a moléculas especificas, nos servirdn para obtener
unaimagen en tiempo real de lo que esta ocurriendo en el tumor
anivel molecular (2).
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La deteccion de tumores, asi como el seguimiento de los
diferentes tratamientos mediante PET, es una parte importante en
la investigacion preclinica y clinica. El estudio PET es una técnica
no invasiva que permite el sequimiento de los tumores a lo largo
del tiempo, y aporta informacién cuali- y cuantitativa a niveles
molecular y celular en estudios in vivo, tanto en una estructura
concretacomo en unorganismo completo (1,2).

BasestécnicasdelaPET

La base fisica de la imagen por PET es la emisién de rayos y de
alta energia por parte de un radioisotopo, y su deteccion por la
camara PET. Tras la administracién de un radiofarmaco PET (ver
Figura 2), el radioisétopo emite positrones que se aniquilan
espontaneamente tras su colision con electrones cercanos,
produciendo dos fotones de igual energia (511eV), con la misma
direccion pero con sentidos opuestos. Los fotones emitidos
sensibilizan un cristal de centelleo. La deteccidn simultanea de

estos pares de fotones se realiza mediante detectores de
coincidencia que, en base a algoritmos de reconstruccion,
permiten obtener finalmente una imagen con la localizacién y
concentracion del radioféarmaco administrado (2,3).

g Friset
Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Manipulacion, preparacion e inyeccion de los ratones para un
estudio PET.

La escasa informacién anatdmica que aporta la PET se puede
corregir combinando esta técnica con laTC, con la que ademas se
pueden obtener los valores necesarios para corregir la atenuacion
de los fotones del PET. También se puede combinar con la RM; en
este caso, la correccion de atenuacion es mas compleja. La
realizacion de ambas técnicas de manera simultanea o
consecutiva confiere al estudio PET un valor anatémico afadido
(ver Figura 3).
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Figura 3.- Ejemplo de estudio PET-CT con “F-FDG en un modelo de
melanoma. Fila A proyeccion sagital de los estudios PET (1), microCT (2) y
el corregistro de ambas (3). Las filas By C corresponden a las proyecciones
coronal y axial de los mismos estudios PET, microCT y corregistro.

Radiofarmacos y radiois6topos mas utilizados enimagen PET
oncoldgica

Los radioisétopos pueden ser producidos en ciclotrones (por
ejemplo"'C, "F, *Ga, "N, "0, K, Y) o en generadores (“Cu, “Rb,
*Ga), y se unen a moléculas bioldgicas convirtiéndolos en
radiotrazadores o radiofarmacos (3,4). Estos complejos son
capaces de reportar informaciéon acerca del tumor, proceso
metabolico o bioldgico, asi como diagnosticar, detectar y
confirmar la respuesta tumoral al tratamiento. La mayoria de los
radioisotopos utilizados en PET tienen una semivida corta-"F (2h)
"'C (20 min) "0 (2 min)- por lo que el ciclotrén que los produce
debe estar emplazado a poca distancia del equipo PET. Esta es
una de las limitaciones de esta técnica, la dependencia externa. El
uso de generadores de menor coste y que puedan instalarse en
cualquier instalacion radiactiva autorizada, aumenta la
disponibilidad de estos isotopos obtenidos de generador y
abarata los costes de produccién y transporte, evitando la
pérdida de actividad durante el desplazamiento. S5in embargo, el
uso de estos isotopos de semivida corta hace que la exposicién
radioactiva en pacientes sea baja. Isotopos con una semivida
relativamente larga, como el Y (2-3 dias) o el ™1 (4,18 dias),
permiten la adquisicion de estudios post-administracion mas




largos, algo importante en la evaluacion de protocolos
farmacocinéticos.

La "“F-Fluorodeoxiglucosa ("°F-FDG) es el radiofarmaco més
usado en el diagndstico clinico de cancer y en los estudios
preclinicos en oncologia debido a la gran demanda metabolica
de los tumores malignos, el efecto Warburg (5). Este compuesto,
analogo de la glucosa, es captado por los tumores debido a su
gran avidez glicidica. Tras la captacion, la “"F-FDG se fosforila por la
enzima hexokinasa y es atrapada en la célula sin difundirse al
medio extracelular, ya que en la membrana celular no se
transporta la forma fosforilada. Posteriormente, la eliminacion de
la "“F-FDG se realiza lentamente, mediante un proceso gradual de
defosforilacion. La captacion de ""F-FDG permite diferenciar entre
tumores benignos y malignos, algo fundamental en los estudios
oncoldgicos; sin embargo, los tejidos inflamados pueden dar
falsos positivos debido a un incremento en su metabolismo.
Existen 6rganos con un elevado metabolismo basal de glucosa
(cerebro, miocardio, grasa parda, medula 6sea) y érganos que
tienen una elevada sefal debido a
radiofarmaco (vejiga, rifiones, vesicula biliar). Para evitar los falsos
positivos en un estudio PET hay que conocer la biodistribucion
del radiofarmaco (ver Figura 4).

la eliminacién del

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Reconstruccion tridimensional de un estudio PET con 18F-FDG
en un modelo de cancer pulmonar. Las flechas sefalan el incremento de
actividad metabdlica en carcinomas pulmonares,

Existen ademas otras limitaciones en la imagen por 18F-FDG,
como son los tumores poco metabdlicos o con una ratio
sefal/fondo demasiado baja (cancer de prostata y
neuroendocrinos). En estos casos, el desarrollo de nuevos
radiofarmacos mas especificos se ha convertido en algo crucial.
Como ya se ha comentado, la visualizacién de tumores
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prostaticos con 18F-FDG no es idonea. Para este tipo de tumor se
han desarrollado radiotrazadores con “F, "C-Colina o "C-
Acetato (6). El mecanismo de acumulacion del acetato se basa en
la conversién del mismo en acidos grasos por la enzima sintetasa
de acidos grasos, la cual esta sobreexpresada en las células
tumorales. No tiene eliminacion por via renal y no hay
acumulacion en vejiga, por lo que la visualizacion de |la prostata es
mas facil. También se utiliza en tumores de higado, pancreas y
pulmonares (7). La base del uso de colina marcada en la
visualizacion de tumores prostaticos se basa, a diferencia del
anterior, en el hecho de que este tipo de tumor esta relacionado
con el metabolismo de los fosfolipidos. La captacién de colina se
observaentumores primarios y en ganglios metastasicos (8).

El marcaje de FLT (3"-deoxi-3'- fluorotimidina) con "F
permite la visualizacion de la proliferacién celular tumoral; la
estructura quimica de FLT es un analogo de la pirimidina y
comparte sus rutas metabdlicas. Tras la fosforilacion de la
molécula por parte de la timidin-kinasa, queda atrapada dentro
de las células en proliferacion. En estudios in vivo, se ha
demostrado que, en comparacién con la "F-FDG, la “F-FLT se
distribuye en menor medida en los tejidos inflamatorios, aunque
también se demuestra que la captacion por parte de los tejidos
tumorales es menor que lade la “F-FDG (9). Aunque su uso clinico
de rutina no se ha aprobado todavia, existen estudios preclinicos
y clinicos que demuestran la utilidad de la "F-FLT en carcinoma
esofagico, glioma, linfoma, tumor de mama o sarcoma
(10,11,12,13,14; ver Figura 5).

F18-FDG marcador metabélico  F18-MISO marcador de hipoxia  F18-FLT marcador de proliferacion

Imagenes suministradas por la autoria

Figura 5.- Imdgenes de estudios PET-CT del mismo animal con diferentes
radiofarmacos en un modelo transgénico de cancer de mama. A: F18-FDG
como trazador metabolico. B: F18-MISO como trazador de hipoxia. C: F18-
FLT como trazador de proliferacion celular.

La hipoxia tumoral es un estado que se observa en diferentes
tipos de tumor, como los carcinomas de celulas escamosas, los
gliomas, sarcomas, tumores mamarios y de pancreas o tumor de
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pulmén. La aparicion de hipoxia en tumor hace que sea mas
resistente a la quimio y radioterapia estandar, y ademas
incrementa su agresividad. La visualizacion de la hipoxia tumoral
in vivo puede hacerse mediante radiotrazadores como el F-
MISO (fluoromisonidazol), “F-FAZA ([°FI(1-(5-fluoro-5-deoxi-
alpha-D-arabinofuranosil)-2-nitroimidazol) , “F-FAZA, “F-FETNIM
(["*FIfluoroeritronitro-imidazol) o Cu-ATSM ([*'Cu]Cu-diacetil-bis
(N*-metiltiosemicarbazona). El mas utilizado es el "F-MISO que
gueda atrapado junto a macromoléculas cuando la presion de O,
tisular es menor de 10mm de Hg, aunque incluso algunos autores
indican un nivel de <3mm de Hg (15). La imagen del tejido
hipoxico depende del ratio de la enzima nitroreductasa, que
reduce el grupo NO, del anillo imidazol del "F-MISO. Esta enzima
disminuye su actividad en situaciones de hipoxia. La limitacion
principal del “*F-MISO es su baja senal tumor-fondo (16; ver Figura
5).

Las metdstasis 6seas pueden ser detectadas usando
Fluoruro sédico, "“F-NaF. El fluoruro se incorpora dentro de los
cristales del hueso, formando fluoroapatita y la captacion de
radiotrazador en el tumor es visible en regiones con densa
esclerosis (17). Las metastasis 6seas pueden explorarse mediante
la gammagrafia 6sea convencional, aunque el PET con "F-FDG es
mucho mas sensible y puede utilizarse para visualizar metdstasis
tanto osteoblasticas como osteoliticas (18).

El mayor reto en imagen molecular oncolégica se presenta en
los estudios de oncologia cerebral. La "“F-FDG no es un
radiofarmaco apropiado para el diagnéstico y valoracion de la
efectividad terapéutica, debido a la alta captacion del tejido
cerebral sano e inflamado tras la cirugia/radioterapia. Los
radiotrazadores basados en aminoacidos marcados con ''C
pueden ser (tiles en gliomas, como por ejemplola 'C-Metionina
ola"C-Colina.

Los tumores neuroendocrinos, caracterizados por la
expresion de receptores de somatostatina, pueden ser
visualizados usando radiotrazadores basados en esta molécula.
Ademads, estos tumores neuroendocrinos no siempre presentan
un incremento en el metabolismo de la glucosa, por lo que el uso
de la""F-FDG no esta recomendado (4, 19). Actualmente se usan
los andlogos de somatostatina marcados radioactivamente y se
construyen en base a un radionuclido ligado a la somatostatina
mediante un ligando (DOTA o DTPA). Varios radiofdrmacos
pueden ligarse a estos analogos, como el "'In, Y, Tyr’ 0 “Ga, '"'Lu.
El radioférmaco que actualmente se estd utilizando en ensayos
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clinicos es el *Ga-DOTATOC. Una de las ventajas de este
radiofdrmaco es que ademas de su especificidad para los
receptores de somatostatina, el isotopo que se utiliza (el *Ga) se
produce en un generador de "Ge-"Ga que puede instalarse en el
mismo hospital sin depender del ciclotrén (20).

En el intento de marcaje radioactivo de las integrinas,
glicoproteinas relacionadas con la adhesién celular e influyentes
en el crecimiento tumoral, grado de metdstasis y capacidad de
invasion, se utiliza un marcador denominado "“F-galacto-RGD
que posee una alta especificidad hacia la integrina af3,. En
estudios preclinicos en melanomas, los resultados presentan una
elevada ratio tumor/fondo. Sin embargo, la excrecion del
radiofarmaco por via urinaria dificulta su uso para estudios de
prostata, o vias urinarias bajas (21).

Otro radiofarmaco con alta especificidad es el *F-Estradiol
(160-["F] fluoro-17f- Estradiol), utilizado como marcador de
receptores estrogénicos (ER) en tumores mamarios. Su alta
afinidad por los receptores Era y su alto contraste sefial/fondo,
permite predecir las respuestas tumorales a terapia endocrina en
cancer de mama (22).

Protocolo de exploracién PET enimagen preclinica

Tras pesar los animales y calentarlos bajo una ldmpara de
infrarrojos, para producir una vasodilatacion periférica, se
procede a anestesiarlos mediante anestesia inhalatoria, con un
metabolismo tnicamente pulmonar por lo que tiene menores
efectos secundarios y una rapida recuperacién. Se realiza una
induccién del 5% de Sevofluorano con un mantenimiento 4.9%
en 1.5L de O,y se administra la dosis de radiofarmaco que sea
necesario para cada tipo de estudio PET. Mientras el animal
permanece anestesiado, se protegen las corneas con gel
oftalmoldgico para evitar lesiones por lainhibicion del parpadeo.

Tras la inyeccion y durante el periodo de captacion del
radiofarmaco, los animales se sitian tras un panel blindado para
evitar la exposicion del personal de la unidad a la radiacién del
animal (3). Durante este tiempo, los animales pueden estar
dormidos, como en el caso de la "F-FDG, para evitar el consumo
de glucosa por parte de los musculos por el movimiento del
animal, o despiertos, como en el caso del “F-MISO en el que no
existe variacion en la captacion por estar dormidos o despiertos.
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La colocacion de los animales en la cdmara PET es muy
importante para evitar movimientos de la imagen y alteraciones
del corregistro entre las imagenes del PET y el CT. El conseguir una
inmovilizacién adecuada garantiza que el estudio sea 6ptimo. La
camilla del equipo PET estd dotada con un colchén relleno de
agua calefactada para mantener en todo momento la
temperatura del animal y evitar la hipotermia tan frecuente en
ratones durante la anestesia.

Finalizada la exploracién PET, el animal vuelve a su cubeta tras
un periodo de recuperacion en el que se controla la temperatura
con una lampara de infrarrojos. La cubeta se coloca en un rack
blindado situado en las instalaciones de la unidad de imagen,
donde se mantiene durante la noche para que la actividad de la
"“F- FDG decaiga por completo y sean devueltos el dia siguiente al
investigador o responsable. En el caso de sufrir alguna baja, el
cadaver se deja dentro de una nevera, en una caja de metacrilato
blindada, y se manipula como un material radiactivo.

Los valores estandar de un estudio PET son:

- Dosis de radiofarmaco inyectada: depende del
radiofarmaco a estudiar; por ejemplo, alrededor de 14 MBq
en el caso del *F-FDG o 37 MBq en el caso del F18-MISO. Se
mide la actividad de la jeringa que contiene el radiofarmaco
antesy después de lainyeccion y se asume que la diferencia
de ambos valores es la dosis inyectada.

- Periodo de captacion: varia también en funcién del
radiofarmaco. Por ejemplo, 45 minutos en un estudio de "“F-
FDG o "F-FLT,y 3-4 horas en un estudio de “F-MISO.

- Adquisicion del estudio en el equipo PET: Suele serde 10-30
minutos de duracién dependiendo de las zonas (nimero de
camas/posiciones PET) a estudiar y del radiofdrmaco a
estudio. En el caso de radiofdrmacos con baja sefial tumor
fondo (°F-MISO) se puede incrementar el tiempo de
adquisicion y reducir la zona de estudio a una sola posicién
PET. Si se requiere valorar metéstasis a distancia, siempre
habra que realizar estudios de cuerpo completo adaptando
los tiempos.

- La reconstruccion de los estudios PET, andlisis y
cuantificacidn también es dependiente del radiofarmaco a
estudiar, el tipo de tumor y la localizacion para obtener la
mejor ratio tumor fondo (ver Figura 6)
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Figura 6.- Render en 3D de un PET-CT con FDGen un modelo de cancer de
mama transgénico. Se visualizan tumores en color en los diferentes
grupos mamarios (cervicales, toracicos e inguinales).

Cuantificacion de estudiosenimagen PET

Para la cuantificacion de los estudios PET existen modelos
matemaéticos que permiten determinar la actividad metabodlica, la
biodistribucién de un farmaco, o sufarmacocinética. El parametro
semicuantitativo mds utilizado es el valor de captacion
estandarizado (eninglés SUV), que se define por laformula:

SuvV = ’
n a'/w
Donde r es la concentraciéon de radiofarmaco (MBg/mL),
medida en el drea de interés seleccionada, a” es la cantidad de
radiotrazador inyectado corregido por su decaimiento (MBg), y w
esel pesodelamuestra(g) (23).

El valor SUV muestra la actividad en una zona de la imagen
dependiendo del peso del paciente/muestra y la dosis inyectada.
La valoracion de la respuesta a un tratamiento se realiza
comparando los valores SUV pre y post-tratamiento. El valor de
SUV maximo (SUVmax), que se define como el pixel que contiene
el valor maximo en el drea de interés, provee de una menor
variabilidad interobservador que el promedio del SUV (SUVmean)
(24).
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En estudios de pequeno animal en los que el peso no es tan
importante, ya que no hay cambios notables a consecuencia del
tratamiento quimioterapico, se puede calcular %ID/L (% Dosis
inyectada/Litro) y las muestras de tejido se pueden pesar y medir
su radiactividad. Esta radiactividad se divide por el volumen de la
muestra para calcular la concentraciéon (Bg/mL). A su vez, la
concentracion radiactiva se divide por la dosis inyectada y se
multiplica por 100, siendo el resultado el porcentaje de la dosis
inyectada por volumen de tejido (%I1D/ml).

Especificaciones delainstalacion paraimagen PET

Las medidas de radioproteccion con las que cuentan las
unidades de imagen molecular con equipos PET, se pueden
clasificar en medidas de proteccién y medidas de control. Las
medidas de proteccion radiolégica se encaminan a minimizar, en
lo posible, la exposicion a material radioactivo y sus emisiones. Las
medidas de control se enmarcan dentro de la legislacion vigente y
estan dirigidas a monitorizar la exposicion sufrida por los
trabajadores de la unidad, controlando que, en ningun caso, los
empleados se vean expuestos a dosis radioactivas superiores a las
permitidas por ley.

La manipulacién del material radioactivo se lleva a cabo de
una manera protocolizada, minimizando el contacto y la
exposicion al material y reduciendo, al minimo necesario, el
tiempo de exposicion a los radiofarmacos y equipos emisores de
radiacion. La dosis diaria de radiofdrmaco llega a las instalaciones
de la Unidad de Imagen dentro de un contenedor de transporte
blindado. Este contenedor se coloca dentro de una cabina de
bioseguridad blindada y se manipula cuidadosamente,
anteponiendo un cristal plomado para evitar al maximo la
exposicion de cabeza y torax por parte del operador. El
contenedor se abre dentro de la cabina y se extrae el vial con el
radiofarmaco. Toda la manipulacion del vial se realiza mediante
unas pinzas. Este vial se sitta en un balancin blindado y de él se
extraen las dosis. La actividad de cada dosis se mide en el
activimetro. En el caso de tener un exceso de dosis en la jeringa, se
devuelve parte del volumen al vial. Todo el proceso se realiza bajo
las mas estrictas medidas de esterilidad y proteccion radiologica.
Posteriormente, la jeringa se introduce en un blindaje plomado
especifico y se lleva a la mesa de trabajo en el momento de la
inyeccion. La inyeccidn del radiofarmaco se realiza tras un cristal
plomado.
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Una vez terminados los estudios PET, y hasta el completo
decaimiento del radiofarmaco, los animales se sitdan en un rack
con una barrera blindada alrededor. Todos los desechos del
proceso se depositan en papeleras blindadas para su posterior
eliminacién. Ademas, durante la realizacién de estudios por CT,
con emisioén de rayos X, todo el personal se sittia en la sala
contigua, separada de la que alberga el equipo PET-CT y
protegida por una pared, una puertay un cristal plomados.

Las medidas de control radiolégico se llevan a cabo mediante
la utilizacién de detectores de radiacion y dosimetria. Los
detectores de radiacion empleados incluyen un detector de
pared para el control de la radiacién ambiental y un monitor
portétil para controlar posibles contaminaciones radiactivas. El
detector de pared tiene configuradas alarmas sonoras en caso de
que se superen ciertos niveles de radiacion. Respecto a la
dosimetria, se emplea de dos tipos, de area (colocados por toda la
sala y salas adyacentes) y personales, incluyendo los dosimetros
desolapaylosdeanillo.

Semanalmente, se analizan los datos registrados por el
monitor de radiacién ambiental para comprobar la no superacién
de los limites establecidos. Mensualmente, el departamento de
bioseguridad y radioproteccién recoge los dosimetros
personales y de drea para su posterior lectura en un centro de
dosimetria acreditado.

Con el fin de asegurar el correcto funcionamiento de los
equipos, se verifican mensualmente y son enviados a calibrar
seguin un procedimiento especifico detallado en la memoriadela
instalacion radiactiva y aprobado por el Consejo de Seguridad
Nuclear.

Anualmente, se realiza una estadistica del numero de
estudios que realiza la Unidad de Imagen y que conllevan algtin
tipo de radiacion, ya sea exposicion a los rayos X del CT o a los
radiofdrmacos del PET.

Todas las exploraciones PET-CT que se realizan por parte de la
Unidad de Imagen Molecular del CNIO siguen el procedimiento
aprobado por el Comité de Etica de investigacién y de Bienestar
Animal (IACUC) interno del centro y del Instituto de Salud Carlos Il
como Organo Habilitado.
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CONCLUSIONES

El PET es una técnica de imagen que puede ser utilizada en

investigacion preclinica en multitud de situaciones, reduciendo el
numero de animales de los experimentos y aportando
informacion valiosa no invasiva en el desarrollo de estudios
longitudinales.
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La tecnica del acceso vascular eco-guiado
como refinamiento en la cirugia experimental
en el modelo porcino u ovino

M. Esteves, C. Fonseca, M. Rosal, A. Server,

J. Sdnchez de Toledo y N. Bellera
Plataforma Cirugfa Experimental - Vall d'Hebron Instituto de Recerca

INTRODUCCION EQUIPOSY MATERIALES (verFigura 1)

La canulacion de vasos sanguineos es un procedimiento que
se lleva a cabo frecuentemente en los quiréfanos y que establece
una monitorizacion hemodinamica invasiva; ademas, facilita la
extraccion de muestras sanguineas y en determinados casos, se
utiliza para procedimientos endovasculares.

Las vias de acceso mas utilizadas son: en la regién craneal, las
venas yugulares (internas y externas) y la arteria carotida; y en la
regioninguinal, las venasy arterias femorales.

En numerosas ocasiones, la presencia de variaciones
anatémicas, trombosis vasculares, situaciones de hipovolemia o
estados de bajo gasto cardiaco pueden dificultar el acceso
vascular. En otras ocasiones, si la técnica se realiza mal se
producen hematomas como consecuencia de multiples
punciones fallidas que también impiden el acceso.

La técnica de puncién guiada por ecografo en tiempo real
para la introduccion del catéter, facilita el acceso vascular ya que
permite localizar el punto 6ptimo de puncién, reconociendo las
estructuras anatomicas adyacentes y controlando el recorrido de
la aguja hasta el punto exacto de insercién. Ademas, se disminuye
el tiempo de puncién, el nimero de intentos y la incidencia de
complicaciones. Es una técnica muy utilizada en la practica clinica Imagen suministrada por la autoria

habitual, ademas de un método adecuado de refinamiento para Figura 1.-Material necesario pararealizar el procedimiento ecografico.

los animales de experimentacion.
« Equipodeecografia.

CONSIDERACIONES BASICAS ANTES DE EMPEZAR CON LA + Sondademedia-altafrecuencialineal 5-15 MHz.
TECNICA = Funda paralasonda (necesaria en procedimientos estériles).
e Gelparalatransmision de ultrasonidos.
= Conocimiento de los elementos basicos del ecégrafo. * Aguja.
* Conocimiento anatémico de la zona de exploracién y * Catéter/introductor.
estructuras vasculares. » Gasas.
® Preparacion adecuada del material. e Bisturi.
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PROCEDIMIENTO

Preparacion del animal y anestesia

Serealiza la sedacion mediante una inyeccion intramuscular
con una combinacion de tiletamina, zolazepam y xilacina en
el box de estabulacion. Cuando pierde el reflejo de estacion,
setransporta al pre-quirofano para la preparacion del animal
antes delarealizacion de la técnica.

A continuacion, se pre-oxigena con una mascarilla facial, se
establece una via de acceso venoso periférico en la vena
auricular y se desinfecta el area en la que vamos a realizar la
puncion.

Se traslada el animal al quiréfano donde se le induce la
anestesia general con propofol intravenoso (IV); a
continuacion, se realiza una intubacion orotraqueal para el
mantenimiento de la anestesia mediante inhalacion de
isoflurano o sevoflurano y oxigeno. Durante todo el
procedimiento, se mantiene una terapia de fluidos con
solucion de Ringer Lactato.

Realizacion delatécnica

1.

Activar en el ecégrafolasonda que vamos utilizar.

2. Revestir la sonda con una funda para mantenerla estéril.

Como alternativa, se podria utilizar también un guante
estéril (ver Figura 2). Para evitar que no quede aire entre el
revestimientoyla sonda se aplica gel ecograficoencimadela
sonda antes de revestirla. Nota: Se debe manipular la

sonda entodo momento con lamano no habil.

Figura 2.- Revestimiento de la sonda con una funda (imagen izquierda) o

guante esté

imagen derecha).

3.

Orientar la sonda para tener unaimagen de congruencia
anatomica-visual entre el animal y la pantalla del
ecografo (laizquierda de la pantalla representa estructuras a
nuestraizquierda; ver Figura 3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Orientacién de la sonda: el relieve lateral coincide con la parte

izquierda enla pantalla del monitor del ecografo.

4.

u

Figura4.-Im:

Optimizar la imagen ajustando la profundidad y
ganancia. Debemos tener en cuenta que el tamafo de la
imagen disminuye con el incremento de la profundidad.
Ajustar la ganancia nos va a permitir modificar el balance de
grisesdelaimagen.

Reconocer las estructuras vasculares y comprobar su
permeabilidad. Los vasos sanguineos son estructuras
faciles de reconocer y de identificar (ver Figura 4), son
esféricos y anecdicos (imagen negra). La diferencia versa en
que las arterias son pulsatiles y de pared gruesa
(hiperecogénica), por el contrario, las venas no son pulsatiles
y su pared es fina, facilmente compresible. Para
diferenciarlos empleamos los siguientes criterios:

Imagen suministrada por la autoria

jen ecografica de vena (VF) y arteria (AF) femorales.
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- Colapsabilidad: al ejercer un poco de presién con la sonda, el
acceso venoso se colapsa (ver Figura 5).

Imagen suministrada por la autori

oler Pulsado de la 2

Figura 7.- D ria fernoral, con su representacion

ade onda,

Imagen suministrada por la autoria

siondelavenafemoral.

Figura 5.-Imagen ecografica delacomp

- Permeabilidad: utilizando la funcién Doppler Color en el
ecografo (una tecla que se activa en el ecégrafo) se identifica
la presencia de flujo en el vaso sanguineo. El flujo que se aleja
de la sonda es azul y el flujo que se acerca a la sonda es rojo
(ver Figura 6).

Imagen suministrada por la autoria

1cion

Figura 8.- Doppler Pulsado de la vena femoral, con su represen

graficade onda.

6. Acceso vascular eco-guiado a tiempo real mediante la
técnicade Seldinger.

- Localizar el punto de puncion: este punto de introduccion de
la aguja en la piel es la distancia de la sonda igual a la
profundidad (x) a la que esta nuestro objetivo de ella (ver

Figura9).

en suministrada porla autoria

Figura 6.- Doppler Color de venay arteria femorales. _—

- Pulsatilidad: utilizando la funcion Doppler Pulsado,
distinguimos el flujo arterial del venoso. Las arterias son
pulsatiles y tienen flujos de alta velocidad (ver Figura 7). Las
venas tienen un flujo continuo y de baja velocidad (ver Figura
8).

jenes suministradas por la autoria
Figura9.- Localizacién del punto (:?i)[il:"i) de puncion.
I
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- Introducir la aguja hasta el centro de la estructura vascular.

- Através de la canula de la aguja introducir la guia, necesaria
para la insercién, avance, desplazamiento, posicionamiento,
recolocacion e intercambio de catéteres de forma segura (ver
Figura 10).

Imagen suministrada por la auto:_fé
Figura 12.- Introduccién del catéter porlaguia

Imagen suministrada por la autoria
Figura 10.- Introduccion de laaguja por la guia.

Imagen suministrada por la autoria
Figura 13.- Pequeno corte en |a piel con el bisturi para facilitar la entrada
del catéter.

- Retirarlaaguja(verFigura11).

- Una vez colocado el catéter en el lugar exacto en el que
cumplira su funcién, retirar la guia (ver Figura 14). Comprobar
aspirando con una jeringa la correcta salida de la sangre (ver
Figura 15).

Imagen suministrada por la autoria
Figura 11.-Retiradadelaaguja.

- Através de la guia avanzar el catéter, dilatador o introductor,
previamente purgado con suero fisiolégico (ver Figura 12).Es
conveniente hacer un pequefio corte con el bisturi para
facilitar su entrada (ver Figura 13).

Imagen surninistrada por |la autoria

Figura 14.-Retiradadela guia.
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Figura 15.- Comprobacion de la correcta posicion del catéter con la
aspiraciondelasangre.

ASPECTOS ATENEREN CUENTA

Se necesita una pequefa curva de aprendizaje para adquirir
destreza con la manipulacion de lasonday colocacion del catéter.

Requiere de una inversion inicial para la adquisicion del
equipo de ecografia. Contrariamente, se reduce la utilizacién de
material fungible al disminuir el nimero de intentos.

CONCLUSIONES

El acceso vascular eco-guiado es una técnica facil y segura que
supone un mayor refinamiento en los animales de cirugia
experimental, ya que disminuye el tiempo de puncién, el numero
de intentos y la posible incidencia de complicaciones. Ademas, se
puede aplicar para el diagnéstico y control postoperatorio de
numerosos y diferentes modelos experimentales (fetales,
toracicos, cirugia general, cardiologia, ginecologia y urologia,
traumatologia, oftalmologia, etc.) de manera rutinaria.
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Aplicaciones del Peroxido de Hidrogeno en Fase de Vapor
(VHP) en los Laboratorios de Seguridad Biologica

Gregorio Kaklis
STERIS IBERIA, S.L.

Tradicionalmente se ha venido usando el formaldehido en la
descontaminacién ambiental de los laboratorios de seguridad
bioldgicay en los SAS de paso de materiales. La Directiva Europea
98/8/CE prohibe su comercializacion y uso a partir de julio del
2012, por el hecho que es un agente cancerigeno y teratogeno.
Esto ha supuesto una creciente necesidad de sustituirlo por otro
mas seguro. El agente que sustituya al formaldehido debe tener
una toxicidad baja, un espectro antimicrobiano similar y ser
compatible con los materiales a descontaminar. El peréxido de
hidrogeno en fase de vapor ha demostrado ser el agente de
eleccion.

Este trabajo pretende comentar las diferentes posibilidades
de descontaminacién con perdxido de hidrégeno dentro de un
laboratorio de seguridad biolégica.

Consideraciones de la descontaminacion conVHP

Hay dos importantes consideraciones cuando se trabaja con
VHP:

1. Lanocondensacion

EIVHP es muy compatible con materiales en fase de vapor. Sin
embargo, cuando condensa es agresivo y puede causar
deterioros como decoloraciones y formacién de ampollas. Para
evitar que esto ocurra, el ciclo de descontaminacion debe
realizarse a humedades relativas bajas. El formaldehido para ser
efectivo requiere una humedad relativa alta de entre el 60 y el
70%. Por el contrario, el peréxido de hidrégeno requiere
humedades relativas generalmente por debajo del 30%. De esta
forma, el ciclo se lleva a cabo por debajo del punto de
condensacion. También hay que tener en cuenta la temperatura
de la salay los posibles puntos frios en los que el peréxido podria
condensar.
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2. Ladistribucion

El peréxido de hidrégeno difunde peor que el formaldehido.
Se le ha definido como un gas vago. Es importante tener en
cuenta esto a la hora de definir la impulsion y extraccién del gas
durante el ciclo. En determinadas ocasiones puede ser
aconsejable el uso de ventiladores.

Es importante desarrollar un ciclo de descontaminacién
adecuado para asegurar que se cumplan estas dos condiciones.

Descontaminacion desalasy SAS de paso de materiales

Ladescontaminacidn de salas y SAS de materiales es criticaen
un laboratorio de seguridad biolégica. La descontaminacion de
las salas debe estar prevista ante cualquier eventualidad. Y la
descontaminacién del SAS es un proceso necesario siempre que
se precisen sacar del laboratorio materiales que no se pueden
autoclavar.

Considerando ambos casos como recintos cerrados, se debe
detenerencuenta:

- Elvolumendelasala.

- Laformafisicadelasala.

- La presencia de equipamiento y mobiliario que pueda
dificultar la distribucion del gas.

- Latemperatura.

- Lahumedad relativa.

A diferencia del formaldehido, el peréxido de hidrégeno
requiere de unaimpulsiény extraccion del vapor asi como de una
recirculaciéon mediante un ventilador integrado en el propio
equipo VHP. En general, hay que intentar que la impulsion y la
extraccion estén separadas y posicionadas de forma que facilite la
distribucion del vapor.
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El generador VHP se puede situar dentro o fuera de la sala a
descontaminar (ver Figura 1); si el equipo se deja fuera hacen falta
conexiones de impulsion y extraccion alas salas (ver Figura 2). Esta
configuracién tiene la ventaja que el equipo siempre esta bajo el
control del usuario. De esta forma se puede llevar a cabo la
descontaminacién de una segunda sala con mas rapidez o repetir
el ciclo mas rapidamente si hubiera un evento inesperado que
provocara el aborto del ciclo. En el caso de un SAS, el equipo
siempre se ubica fuera (ver Figura 3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Ubicacion del equipo fuera dela sala y detalle de las conexiones
Camlock.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Separacion de la impulsion y extraccién dentro de la sala
mediante unamanguera flexible.

Imagen suministrada por la autoria
Figura 3.- Separacion delaimpulsion y laextraccion dentro de un SAS.

Otrasaplicacionesdeladescontaminacién con VHP

Algunas posibilidades interesantes de descontaminacién con
perdxido de hidrégeno son:

1. Descontaminacion de los filtros HEPA

Esta es quizas una de las aplicaciones mas interesantes. En un
laboratorio BSL3, los filtros HEPA deberian poder
descontaminarse in situ o en su defecto retirarse de una forma
segura en bolsas herméticas para su posterior descontaminacién
o incineracion. Los filtros HEPA se pueden descontaminar con
VHP de forma independiente mediante la colocaciéon de puertos
de entrada y salida del vapor y compuertas que aislen las cajas de
los filtros (ver Figura 4). Si se coloca la entrada y salida del vapor
antesy después de losfiltros HEPA de entrada y salida a las salas (si
los hubiera) y compuertas aguas arriba y aguas abajo para aislar
los filtros y la sala del sistema de climatizacion, se pueden
descontaminarlos filtros HEPA al mismo tiempo que las salas.

De la misma forma se pueden descontaminar las cajas de
filtracion maltiples (ver Figura 5).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Descontaminacion de un filtro HEPA y de las compuertas de
cierre del conducto para descontaminarlo.

Imagen suministrada por la autoria
Figura 5.- Descontaminacion de cajas defiltracion multiples.
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2. Descontaminacion de las Cabinas de Seguridad Bioldgica
CSB

Las CSB son uno de los componentes mas criticos del
laboratorio BSL3. Tanto las cabinas de clase Il como las de clase Il
disponen de filtros HEPA de impulsion y de extraccién.
Tradicionalmente, las CSB se han descontaminado con
formaldehido. Es necesario cubrir las cabinas con una bolsa de
plastico para evitar fugas del vapor de formaldehido al entorno.

Para descontaminar las CSB con VHP son necesarios puertos
de entrada y salida del vapor a las CSB. Algunos modelos de
cabinas ya los tienen previstos y en cualquier caso no es mala idea
contemplar esto antes de comprar la cabina para definir estos
puertos.

Las CSB se pueden descontaminar desde el frontal de las
cabinas con una placa de cierre con las conexiones en el frontal de
la cabina y el ventilador de recirculacion funcionando (ver Figura
6). De esta forma, la distribucién del H,0, en la cabina es 6ptima y
se descontamina el filtro HEPA de recirculacion y la cara interna
del filtro de extraccion, pero no podemos asegurar la
descontaminacion del filtro de extraccién porque no se hace
pasar el H,0, por él. Por ello, quizas la mejor forma de hacerlo es
impulsar en la extraccién de la cabina; de esta forma
descontaminamos los dos filtros HEPA (ver Figura 7).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Descontaminacion de la CSB por el frontal y a través del filtro
HEPA de extraccién,

Imagen suministrada por la autoria

Figura 7.- Detalle de la colocacion de indicadores bioldgicos y quimicos
para verificar la efectividad del ciclo en la cdmaray en el plenum.
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Dada la baja toxicidad del VHP no es necesario el uso de una
bolsa y el operario puede trabajar en la misma sala al mismo
tiempo que la CSB se estd descontaminando.

3. Descontaminacién de la camara de un autoclave
funcionando comoun SAS

La posibilidad de utilizar la cdmara de los autoclaves para
llevar a cabo ciclos de descontaminacién quimica como SAS de
materiales puede serinteresante sobre todo en laboratorios en los
que el espacio es limitado (ver Figura 8). Los ciclos de
descontaminacién son muy cortos, ya que la extraccion del
perodxido residual al final del ciclo mediante la bomba de vacio del
autoclave es muy efectiva. Hay que tener en cuenta que para
llevara cabo el ciclo con VHP, la temperatura de la cdmara no debe
ser superior a 40 °C. Por ello, si se ha realizado un ciclo de
descontaminacién térmica, es necesario esperar a que la cdmara
se enfrie antes de hacer un ciclo de descontaminacién quimica.
Una buena pauta es hacer los ciclos de VHP necesarios al principio
de la jornada de trabajo y después, llevar a cabo los ciclos de
esterilizacion térmica.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.- Descontaminacion de la cdmara de un autoclave mediante VHP
y detalle de la posicion de las valvulas de corte de VHP y vapor dentro de la
zona técnica del autoclave.

4. Descontaminacion de los racks ventilados

Los racks ventilados proporcionan al laboratorio
microaisladores con la doble funcién de proteger tanto a los
animales confinados en ellos como a los operarios y el entorno.
Para ello disponen de filtracién HEPA tanto en impulsion como en
extraccion (ver Figura 9). La descontaminacion de los racks
ventilados mediante VHP tiene la ventaja que se descontaminan
al mismo tiempo los filtros HEPA de impulsion y extraccion, los
plenumsy conductosy las cubetas (ver Figura 10).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 9.- Detalle de la impulsidn y extraccién en un rack ventilado. Las
jaulas se descontaminan simultaneamente.

Imagen suministrada por |a autoria

Figura 10.- Detalle de la colocacion de indicadores quimicos y biologicos
enlos plenumde impulsion y extraccion.

5. Descontaminaciondelacamarade unlavaracks

Aligual que un autoclave, la cdmara de un lava racks también
puede descontaminarse mediante VHP (ver Figura 11). En este
caso, hay que tener en cuenta que la cdmara debe ser herméticay
el lava racks debe tener la posibilidad de secar la cdmara antes de
llevar a cabo el ciclo de descontaminacion.

e — T N

Imagen suministrada por la autoria

Figura 11.- Descontaminaciéon de la camara de un lava racks mediante
VHP
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Vendo, luego soy
Javier Fidalgo o, si ya lo tenia mentalmente decidido, que haga publica su
Socio -Consultor en drea de liderazgo decision. Puede que él/ella no lo tenga claro y si anado: Este tinto
www.areadeliderago.com estd muy bueno, miintencion esta siendo la de modificar suidea (o

Lenguaje, s. Musica con que encantamos las serpientes que
custodian el tesoro ajeno.

Ambrose Bierce

Diccionario del Diablo

Hace unos afos, como parte de mi licenciatura en
Antropologia, tuve que escoger cierto nimero de asignaturas
optativas. Una de ellas, de forma inesperada dado que estaba
convencido de que me iba a resultar un rollazo, llamada Lengugje,
comunicacién y cognicion me descubrié algunas ideas que me
parecieron sorprendentes.

Me ensefiaron que la Pragmdtica es una rama de la lingUistica
que se dedica a estudiar una clase especial de accién humana, la
accion lingtistica comunicativa'. Y que como accién humana era
racional e intencional. Me mostraron que toda accidn lingtiistica
comunicativa persigue dos objetivos:

- queotrapersonahagaalgo,o
- queotrapersonacambiealguna de susideas, o
- ambasalavez.

Piensen en ello. Cada vez que le decimos algo a alguien (con
intencién comunicativa) nuestro propdsito es conseguir alguno
delos dos objetivos descritos. Siempre.

En ciertos casos esto es muy evidente. Si le digo a mi
companero de trabajo: ;Puedes cerrar la ventana por favor?
intento que lleve a cabo una cierta accidn. Pero hasta en los
menos evidentes puede comprobarse que esas dos intenciones
siguen animando la accion lingliistica comunicativa.

Si le pregunto a un amigo: ;Qué quieres tomar, vino tinto o
blanco? Estoy buscando que mi amigo decida entre dos opciones

'De Bustos Guadafio, E. (2004). Lenguaje, Comunicacion y Cognicidn: Temas Bdsicos.
Madrid: UNED.
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la que yo creo que es su idea) al respecto de qué tipo de vino
tomar.

Lo que mas me sorprende de la propuesta de la Pragmdtica es
la extraordinaria simplificacion en las intenciones a las que parece
reducirse todo nuestro comportamiento comunicativo.

{No coinciden exactamente esas intenciones al comuni-
carnos con lo que entendemos por vender, en su significado mas
extendido?

Imagen suministrada por la autoria

Lo que subyace al acto de comprar es una decisién basada en
una modificacion de las ideas del eventual comprador que a su
vez genera ese comportamiento de compra. Esa modificacion de
ideas es lo que el vendedor procura.

Quiero que un cliente compre una television marca LG. Pongo
en marcha una serie de acciones lingiisticas comunicativas para:

Modificar sus ideas con respecto a ese modelo de television
paraque...se comporte de unaforma que resulte con latelevision
ensucasay sudineroen mibolsillo.
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Vender, como verbo que engloba las dos intenciones de todas
nuestras acciones lingliisticas comunicativas, es lo que hacemos
continuamente al comunicarnosen el trabajo.

Sile ensefio a mi compariero como usar determinada funcion
en el Excel, estoy intentando que modifique sus ideas (en este caso
sobre como funciona Excel). Si transmito a un grupo de personas el
procedimiento para hacer cierta tarea, estoy procurando que sus
ideas al respecto varien y, espero, su comportamiento se ajuste a
lotransmitido.

Vendemos al jefe "esa” semana de vacaciones o un aumento
del sueldo; vendemos a nuestros colaboradores un nuevo esfuerzo
"gratuito”; vendemos que los nuevos ordenadores lleguen primero
a nuestro departamento; vendemos un tipo de relacion de
autoridad con nuestros compaferos; si faltamos a un
compromiso, vendemos un reajuste de nuestra imagen publica;
etc.

Mientras escribia esto me topé en Forbes con un articulo: 4
peldanos para superar la adversidad y amplificar tu éxito, que en
parte coincide con lo que estoy argumentando. Como ademas ese
articulo se ajusta a ese estilo americano de comunicar cada vez mas
omnipresente’ cuya aplicacion parece otorgar a quien lo cita un
barniz cientifico, esto mismo voy a hacer, citarlo, con la intencién
comunicativa de que este articulo, el mio, gane altura en la
consideracion de sus lectores.

Dice Brad Harker’:

Anclada en una mentalidad bien definida, vender estd en
nuestra forma de pensar, actuary comunicar. Es lonormal.[.. .] Todos
vendemos nuestras ideas, creencias, productos o servicios todos y
cada uno de los dias de nuestra vida. No importa cudl sea nuestro
trabajo todos ejerciendo en el arte de la influencia.

La misma idea, que nos pasamos el tiempo vendiendo
trabajemos en ventas o no, es la defendida por Daniel H. Pink en su
libro Vender es Humanao'.

‘Ejemplificar con un caso real que invariablemente se sustancia en joven,
emprendedor, exitoso en términos americanos y pensador preictico.

‘K. Williams, D.( 29 septiembre 2015) 4 Steps To Overcome Adversity And Amplify Your
Success

Forbes. Recuperadode:

adversity-and-amplify-your-success/
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Harker relaciona vender, actuar, comunicar y pensar. Ya he
intentado relacionar los tres primeros verbos entre si. ;Qué hay
del pensar?

Es habitual considerar el lenguaje que usamos para nuestras
acciones lingliisticas comunicativas como una herramienta. Una
herramienta muy sofisticada y, con ese nivel de sofisticacion,
exclusiva de la especie humana cuyo desarrollo’ ha llevado miles
deanos.

Sinembargo es mucho mas que eso. Es, seglin ciertos autores,
lo que nos convierte en humanos.

Alrespectodelarelacion del pensamientoy el lenguaje Oliver
Sacks en uno de sus libros de divulgacion, siguiendo a Joseph
Church, dice:

Ellenguaje no es sélo una facultad o una técnicamds, sino lo que
hace posible el pensamiento, lo que diferencia lo que es
pensamiento de lo que no lo es, lo que diferencia lo humano y lo
nohumand’.

Citaa Churchyescribe:

El lenguaje transforma la experiencia [...] A través del lenguaje
[...] podemos iniciar al nifio en un campo puramente simbdlico
de pasado y futuro, de lugares remotos, de relaciones ideales, de
acontecimientos hipotéticos, de literatura fantdstica, de
entidades imaginarias que van desde los hombres lobo a los
mesonespi’...

Yenotrolugar:

Una deficiencia del lenguaje es una de las calamidades mds
terribles que puede padecer un ser humano, pues solo a través
del lenguaje nos incorporamos del todo a nuestra cultura y
nuestra condicién humana. [...] Si no podemos comunicarnos
pese a todos nuestros intentos o esfuerzos o capacidades
innatas, puede resultarnos tan imposible materializar nuestra

“Lo cito aqui no por la calidad del libro, que a mi juicio es poca, sino porque el autor, y
sus ideas, tienen mucha presencia mediatica: el 1 de octubre del 2015 la bisqueda
literal “Dan Pink” en Google arroja medio millon de resultados, y él aparece en
websitesde divulgacionseria"como www.TED.com.

*Hasta dénde he leido, en qué medida ese desarrollo estd asentado en nuestros
genes o nuestra culturaes un tema no resuelto y objeto de discusion cientifica.
“Sacks, O.(2003).Veo una Voz. Barcelona: Ed. Anagrama S.A. (p.91).

“Ibid. (p.69).
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capacidad intelectual que lleguemos a parecer deficientes
mentales.

Asi que, seguin parece, somos humanos inteligentes porque
tenemos un lenguaje que hace posible que nuestras capacidades
cognitivas emerjan. Una de esas capacidades resulta ser una
sofisticada habilidad de comunicacion cuya intencion es"vender”.
Casi podemos adaptar el famoso argumento filosdfico de
Descartes para decir: vendo, luego soy.
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Al cuidado

Foto: shutterstock

Cuidando de la investigacion

DaviniaHerndndez
Universidad Rey Juan Carlos

Hola, me llamo Davinia Hernandez y trabajo como cuidadora
en el animalario de la Universidad Rey Juan Carlos desde hace 9
anos. Me encargo de una parte fundamental de la investigacion,

cuidardelosanimales, y me gusta.

Imagen suministrada por la autoria

Es un trabajo que puede resultar rutinario, ya que consiste en
cambiar la cubeta, poner agua limpia y comida, asi como
comprobar el aspecto de los animales para detectar posibles
problemas de salud y comunicérselos al responsable en salud y
bienestar animal. Es un trabajo con el que disfruto, ;por qué?
Porque puedo tratar de forma directa con los animales, ver su
comportamiento, como cuidan de sus crias, la lactancia, el aseo,
sus juegos y disputas por el mismo trozo de pellet... Desde hace
un par de meses tengo la suerte de ver como esta mejorando la
calidad de vida de estos animales, ya que estamos probando un
tipo de enriquecimiento ambiental, cominmente llamado
Bisbales, por su parecido con los rizos del cantante almeriense.
Sinceramente, creo que disfruto yo mas que los propios animales,
porque al ofrecérselos puedo observar los nidos que hacen con
ellos.

Siempre que cambio la cubeta intento hacerlo respetando el
nido, dejandolo tal y como lo construyen los animales. Son
construcciones muy bonitas y elaboradas, ya que utilizan todos
los materiales que tienen en su cubeta para elaborarlos. Algunos
utilizan otros tipos de enriquecimiento ambiental, como las
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maderitas, y en caso que les pongas un tinel de carton, no dudan
enaprovecharlo.

a
stradas por la autoria

Imagenes sumini

El centro del nido es el lugar reservado para las crias, pero hay
que tener mucho cuidado a la horade cambiarlas, jnoseaque sete
pierda alguna cria por el nido! Esto si hablamos de ratones y ratas
gestantes. Sin embargo, cuando tenemos grupos de animales, lo
que mas aprovechan son unas casitas y tuneles de cartéon donde
se esconden y se meten todos a pelotdn, jse les ve disfrutar! Con
elementos tan faciles de encontrar como un tubo de cartén,
proporcionas al animal la posibilidad de construir un hogar o de
pasar horas de diversion.

Durante mijornada de trabajo, también nos dedicamos a lavar
y esterilizar el material que hemos cambiado a lo largo del diay a
anotar las medidas de presion, humedad y temperatura de cada
una de las salas del centro. Tras esta concienzuda tarea, revisamos
los laboratorios experimentales, donde se encuentran los
animales tratados, vemos su estado prestando mucha atencién a
sucomportamiento y aspecto, aseamos la sala de estabulacion de
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Imagen suministrada por la autoria

los mismos, y reponemos agua y comida si asi lo requieren. Si
vemos algo fuera de lo normal avisamos a nuestro responsable en
salud y bienestar animal y al investigador, con el que tenemos un
trato directo y cercano. Al terminar nuestras rutinas diarias,
prestamos apoyo al investigador que nos lo pide y revisamos
todas las salas del animalario para comprobar que todo estd
correcto antes que termine la jornada. Aqui es cuando puedes ver
la tranquilidad de estos animales y sus conductas; por ejemplo
ves cdmo comen, roen la comida, 0 como amamantan a sus crias.

Imagen suministrada por la autoria

Y si te esperas a que se apaguen las luces de las habitaciones
puedes oir, como en un segundo, la tranquilidad es algo que ya no
existe, viene el momento de plena actividad, jqué jaleo se traen!
En esto consiste mi trabajo, y es lo que me toco contar en la
semana de los oficios en la guarderia de mi hija, que tiene ahora 3
anos. Teniamos que ir los padres a explicar nuestros trabajos, y
entonces fue cuando me pregunté: ;cémo le explico a mi hija (no
ahora, si no cuando vaya cumpliendo afnos) que trabajo en el
mundo de la experimentacién animal?
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La verdad, que a nifios de 3 afos, no es necesario darles
informacion tan explicita del fin de estos animales. Fue suficiente
con ensenarles fotos de mis amigos, los ratones, y mis amigas, las
ratas, jugando al escondite, cuidando a sus crias, jugando con
pelotas y durmiendo la siesta. Pero lo mejor de todo fue cuando
les puse bata, guantes y gorrito: se lo pasaron pipa. No olvidé
hacer especial hincapié en que a los animales se les trata con
respeto y carifo puesto que es asi como desarrollamos nuestro

trabajo diariamente con ellos.

Imagen suministrada por la autoria

Con esta experiencia, pensé que se deberian acercar mas
estos temas a la sociedad, dar a conocer la relevancia de este tipo
de investigacion y su repercusion. Mostrar sobre todo, que la
gente que trabajamos en la experimentacién animal somos los
primeros en preocuparnos por su estado de salud, en que tengan
una vida digna y por supuesto, una muerte también digna. No
solo porque de ello dependera la calidad de la investigacion, sino
también porque son seres vivos que padecen y se merecen toda
nuestra dedicacion por el papel que estdn ejerciendo en los

avancesde los que son participes.

Imagen suministrada por la autoria

Quisiera dar las gracias a mi jefe Sergio Ferreiro por animarme
a escribir este articulo, a Paloma Garcia por dejarme participar en
esta seccion de la revista SECAL, y a mi companero Alejandro
Gomez con el que comparto muchas horas de trabajo.

Foto: shutterstock
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SEGURIDAD EN
MINUTOS

Para que una persona trabaje con seguridad
hacen falta tres condiciones. .
Las tres son necesarias, pero ninguna es suficiente....

Carmen Garcia Ortiz
Mdster en Prevencion de Riesgos Laborales

Presento en esta ocasion una reflexion que llegé a mis
manos a través de la web, basada en el libro “El factor
humano en la seguridad laboral” (J.L. Melia Navarro), en el
que se describe el por qué se producen los accidentes, qué
debe evaluarse en prevencion con respecto al factor humano
yqué medidas de accién preventiva pueden aplicarse.

En esta obra se destacaba un concepto fundamental en la
prevencion de riesgos laborales, el denominado “modelo
tricondicional de la seguridad laboral”. Este modelo considera
que para que una persona trabaje con seguridad se deben dar tres
condiciones: poder hacerlo, saber hacerlo y querer hacerlo.

;Qué es"saber”? En Seguridad y Salud Laboral es conocer los
riesgos laborales y como prevenirlos y evitarlos. ;Puede una
persona tener una conducta segura si no sabe coémo hacerlo?

;Qué es "poder”? Tener la capacidad, destreza, habilidad y
herramientas para realizar algo. En Seguridad y Salud Laboral es,
por ejemplo, disponer de equipos de proteccion individual,
instrucciones de uso, calibradores... ;Se puede usar un equipo de
protecciénindividual sinosetiene al alcance?

{Quées"querer’? En Seguridad y Salud Laboral es la voluntad
de obrar de una manera segura. ;Podemos esperar una actuacion
de una persona que no tiene la voluntad de realizarla?

Sisomos capaces de detectar cudl de estos tres puntos fallaen
nuestro sistema de prevencion, podremos tomar las medidas
adecuadas, que se pueden resumiren:

® La persona que sabe, puede y quiere, solo necesita
motivacién; es decir, darle motivos para que mantenga la
conducta segura.
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e La persona que no sabe, puede y quiere, necesita formacion;
solo podremos tener criterio sobre lo que conocemos.

* | apersonaquesabe, no puedey quiere, necesita recursos.

® | apersonaque sabe, puede y no quiere hay que sensibilizarla;
la concienciacién es un factor clave.

¢ Ylapersonaquenosabe,no puedeynoquiere...

Formacion, motivacion, sensibilizacion.

La actitud preventiva es el grado de “favorabilidad” o
“desfavorabilidad”que se tiene hacia la prevencion. Un trabajador
que sienta positivamente la prevencion sera un trabajador que
realice actos y conductas seguros.

El conocimiento (formacién) que se tiene sobre la
prevencion es fundamental. ;Podemos tener una actitud
favorable hacia la prevencion si no conocemos los riesgos a los
que estamos expuestos nilas medidas preventivas para evitarlos?
;Qué actitud tenéis frente a lo desconocido? En el mejor de los
casos, neutra.

El sentimiento (emocién) que genera la conducta segura es
imprescindible. ;Como se siente una persona que realiza un acto
inseguro? Si nos sentimos mal (culpables) en un futuro disminuira
la probabilidad de que se vuelva a realizar. ;Como conseguirlo?
Recriminando conductas inapropiadas y valorando las conductas
seguras.
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Fenotipo de los nematodos intestinales en raton

Sara Capdevila, DVM, MSC
Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB)

En una revista dedicada al fenotipo, es decir, al aspecto
exterior, me viene en mente si nunca nos hemos preguntado por
el aspecto de algunos de los parasitos intestinales mas frecuentes
que podemos encontrar en las colonias de ratones. Hablamos de
los nematodos (pinworms eninglés).

Los nematodos son gusanos intestinales de color blanco,
filiformes y de un tamafo aproximado de 1-6 mm de longitud.
Estos molestos acompanantes dificilmente pueden verse a simple
vista en las heces de los animales, pero si pueden visualizarse
macroscopicamente en la luz del intestino cuando estan vivos
(ver Figura 1), siempre cerca del ciego (lugar en el que residen
habitualmente), en el intestino delgado o en el colon proximal.

Imagen suministrada por la autoria
Figura 1.- Visualizacion macroscépica de los neméatodos en la luz del
intestino.

Existen dos especies de nemédtodos de la familia Oxyurina,
Syphacia y Aspiculuris, ambas especies con un ciclo directo. La
primera requiere tan solo de 11 a 15 dias para completar su ciclo,
mientras que Aspiculuris necesita de 23 a 25 dias. El parasito
adulto reside en el intestino; las hembras Syphacia migran a la
zona perianal para depositar los huevos generando prurito; y las
hembras Aspiculuris realizan la ovoposicion en el colon; en ambos
casos los huevos son eliminados a través de las heces. Para una
reinfestacion, es necesaria la ingestion de los mismos. Los huevos
eclosionan en el plazo de 5 a 20 horas y las larvas migran al
intestino para llegar a la etapa adulta y volver a reproducirse.
Teniendo en cuenta que una de las caracteristicas etoldgicas de
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los ratones es la coprofagia, podemos concluir que las
probabilidades de infeccién y retroinfestacion en animales que
estan en contacto son altisimas. Los huevos son muy resistentes al
medio ambiente, pueden sobrevivir durante semanas, y tienen
una gran capacidad de suspension en el aerosol ambiental, por lo
que es un parasito que puede extenderse facilmente en la
instalacion sino se toman medidas de precaucion.

Tanto Syphacia obvelata como Aspiculutis tetraptera tienen un
fenotipo macroscépico muy similar, si bien microscopicamente
tienen pequehas diferencias que nos permiten distinguirlos. La
forma de sus huevos también es distinta y esta caracteristica nos
es Util para el diagnostico.

Syphacia obvelata (ver Figura 2) se caracteriza por tener un
bulbo esofagico redondo en la zona craneal y lo que podriamos
describir como unas pequenas alas cervicales. Las hembras miden
de 3.4a5.8 mmdelongitudylos machos son mas pequenos de 1.1
a 1.5 mm. La cola del animal es larga y puntiaguda. Sus huevos
tienen una forma alargada (que recuerda a un platano), aunque
obviamente de una medida muy inferior, 118-153 x33-55 um.

Figura 2.- Syphacia obvelata adulta y huevos de Syphacia obvelata.

Aspiculuris tetraptera (ver Figura 3) tiene un bulbo esofagico
ovalado y unas alas cervicales muy prominentes. Las hembras y
los machos tienen un tamario parecido: mientras que ellas miden
de 2.6 a 4.7 mm de longitud, ellos no superan los 2-4 mm. La cola
es conica. Los huevos tienen forma de pelota de rugby, son
simétricos y se puede observar sumorula.

Cada hembra puede llegar a tener centenares de huevos (ver
Figura4).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Aspiculuris tetrapteraadulta y huevo de Aspiculuris tetraptera.

Imagen suministrada por la autoria
Figura4.- Hembra de nematodo llena de huevos.

Cuando un ratén esta infestado por nematodos, dificilmente
se observan signos clinicos. Las complicaciones que pueden
surgir de altas cargas parasitarias son: pérdida de peso, prolapso
rectal, diarrea o irritacion perianal. Las larvas de los parasitos
pueden migrar y traspasar la placenta, infestando a las crias
durante el tltimo tercio de gestacion. En una colonia afectada, las
crias recién destetadas y los animales inmunodeficientes son los
que tienen una carga parasitaria superior, por tanto los animales
indicados para actuar como centinela son losinmunodeficientes.

Se ha descrito la influencia que puede tener la presencia de
estos parasitos en los resultados experimentales, especialmente
en inmunologia, ya que parece ser que la infeccion altera la
respuesta humoral a estimulos de antigenos no parasitarios.

El diagnostico se puede realizar por varios métodos distintos
al examen directo del contenido del ciego y colon descrito
anteriormente. En el laboratorio puede utilizarse una PCR de las
heces para detectar presencia de antigenos. En el animalario se
puede utilizar la técnica del papel adhesivo en el ano, por ejemplo.
Con esta técnica intentamos capturar los huevos que son
depositados en esta zona. Solo podremos visualizar en el
microscopio los huevos de Syphacia, por ser su punto de
ovoposicion. No asi con el caso de Aspiculuris. También podemos
recurrir a la técnica de flotacion para visualizar los huevos. Para la
flotacion existen kits comerciales que proporcionan todo el
material necesario. Basicamente, se trata de coger una muestrade
varias heces, homogeneizarlas y diluirlas en una solucién de

59

ANIMALES DE L ABORATORIO
Otofio 2015. Numero 67

sulfato de zinc o sacarosa. Con esto conseguiremos que los
huevos floten y se cologuen en la parte superior de la dilucién.
Con un porta podemos recoger estos huevos y observarlos en el
microscopio a 10 aumentos. Como ya hemos visto, no sélo nos
permiteidentificar la presencia de los oxyuridos en la colonia, sino
que incluso podemos diferenciar la especie segun la morfologia
de los huevos. La sensibilidad de estas técnicas esta estimada en
un 80%, mientras que la observacion del contenido del colon y
ciego se acerca al 100%. La diferencia entre ambas es que la
primera es conservadora respecto al animal mientras que la
segunda requiere necropsia.

Existen tratamientos farmacoldgicos para desparasitar a los
ratones. Se utilizan antihelminticos de amplio espectro como la
ivermectina, el fenbendazole o mebendazole. La ivermectina se
administra en agua de bebida, y el fenbendazole o mebendazole
en piensos medicados, formulados especificamente. A pesardelo
que pudiera parecer, liberarse de los nematodos en una colonia
de ratones no es facil. El éxito del tratamiento radica en varios
factores. En primer lugar, el tratamiento debe cubrir un plazo
minimo de tiempo correspondiente a dos ciclos infectivos, ya que
los productos son eficientes contra adultos pero no matan a los
huevos. En segundo lugar, al tratarse de tratamientos orales, las
crias lactantes que estan infestadas no reciben el farmaco, por lo
que pueden actuar como reservorio del parasito. En tercer y
ultimo lugar, la resistencia de los huevos al medio ambiente y la
facilidad de diseminacién tampoco juegan a nuestro favor. Por
tanto, el tratamiento farmacolégico se debe combinar con una
contencion y desinfestacién de los materiales, equipos,
estructuras y superficies de la sala afectada con los productos y
técnicas adecuados para la eliminacion de los huevos,
considerados estructuras resistentes. El autoclave por un lado, y
los desinfectantes de alta eficiencia, capaces de eliminar esporas,
serian los métodos de eleccion.
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Libros y paginas web

Recursos sobre
trangenesis
?/j fenotipado

e raton en internet

Sergi Vila Bellmunt

El trabajo conjunto de centros a nivel nacional e
internacional estd generando multitud de informacién y
recursos en la caracterizacion fenotipica de ratones
modificados genéticamente. Diferentes portales aglutinan
toda esta informacion en internet mediante bases de datos
publicas y de libre acceso. En este articulo, intentamos
sintetizar todos estos recursos a través de la evolucion de los
proyectos desarrollados por la Unién Europea y algunos
ejemplos activos en Esparnia.

La Unién Europea puso en marcha en el afio 2002 el proyecto
EUMORPHIA (European Union Mouse Research for Public Health
and Industrial Applications) cuyo principal objetivo fue el
desarrollo de protocolos estandarizados para mejorar la
caracterizacion fenotipica de ratones modificados
genéticamente, y la identificacion de modelos animales para el
estudio de las enfermedades humanas de base genética. La base
de datos de estos SOPs (Standard Operating Procedures) se puede
consultar en EMPReSS (European Mouse Phenotyping Resource of
Standardised Screens: http://empress.har.mrc.ac.uk/).

Finalizado EUMORPHIA, en 2006 se continué con EUMODIC
(European Mouse Disease Clinic: www.eumodic.org), un consorcio
de 18 centros en 8 paises europeos, destinado al fenotipado de
lineas de raton transgénico mediante la aplicacion a gran escala
de SOPs. Esta iniciativa ha conllevado la creacion de grandes
instalaciones dedicadas al fenotipado de nivel primario (Fase o
pipeline 1) de ratones, las denominadas Mouse Clinics. Los datos
de este fenotipado de nivel primario son publicos en
EuroPhenome (European Mouse Phenotyping Resource:
www.europhenome.org).

www.empress.har.mrc.ac.uk

www.eumodic.org
www.europhenome.org
www.mousephenotype.org
www.informatics.jax.org
www.chb.csic.es

EUMODIC fue el primer paso hacia la creacion de una base de
datos de todas las funciones de los genes del ratén, una vision que
realiza el IMPC (Institutional Mouse Phenotyping Consortium:
http://www.mousephenotype.org/). El IMPC incorpora 20
centros de todo el mundo con el objetivo en los préximos diez
anos de descubrir el papel de 20.000 genes en el genoma del
raton.
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functional catalopue of a mammalian genome.
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- MGI (Mouse Genome Informatics Online Resource:
www.informatics.jax.org)

Es una base de datos internacional necesitaria un articulo
aparte sélo para ella con los genes, alelos, expresién y
fenotipos del ratén de laboratorio. Las fuentes son inmensas:
bases de datos como IMPC, NCBI, OMIM, bibliografia
cientifica, etc.

MQ.. Mouse Genome Informatics
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- El fenotipado de modelos de animales de enfermedades
raras SEFALer:

http://www.ciberer.es/plataformas/sefaler . B
Es un servicio coordinado por el CIBERER a través de varios g‘grlgdlgsdc%mda .
de sus grupos de investigacion especializado en el del animal de laboratorio
. I ———

fenotipado de modelos de animales con aplicacién

especifica para enfermedades raras.

PRINCIPIOS ETICOS EN
INVESTIGACION Y DOCENCIA
CON MODELOS ANIMALES

ciberer 27,11~

SERVICIO DE FENOTIPADO DE A
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- Mapadelatransgeniaanimal en Espafa:
http://www.cnb.csic.es/~transimp/mapa/

Es un mapa creado por el Dr. Lluis Montoliu (CNB-CSIC) SE DEBE EVITAR EL USO DE
con los servicios disponibles en Espana de transgénesis de
raton, criopreservacion, fenotipado y transgénesis en pez ANI,MALES CUANDO EXISTA UN
Ly METODO ALTERNATIVO QUE
PROPORCIONE RESULTADOS
57 Mapa de la Transgenia Animal en Espafia . . < i S ATISFACTORIOS.

Toulouse Mantpeller

Carcasgenne 1 bl
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www.secal.es
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Diagnostico “estallado”

Y. Brito Godoy' y R. Saavedra Marrero’

' Técnica de Laboratorio y Anatomia Patoldgica de la Unidad de Investigacién

y’ Servicio de llustracién. Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin

A los técnicos de un animalario, se les ha encargado
seleccionar un lote de 8 ratas con 3 dias de gestacion para
emplearlas en un estudio de toxicidad teratogénica de una nueva
molécula con potencial antihiperlipidémico.

Se escogieron ratas Sprague Dawley de 90-100 dias de edad,
con peso aproximado de 220-270 g. Para identificar a las hembras
sexualmente receptivas, fue imprescindible clasificar a dichas
hembras en los distintos estadios del ciclo estral en los que se
encontraban. Para ello se realizé un frotis vaginal, como se
describe (ver Figura 1):

B

Imageﬁes suministradas por la autoria

Figura 1.- A. Técnica de inmovilizacion con sujecion de la cola y lavado
vaginal con cuentagotas flexible. B. Colocacion de la muestra (3-4 gotas)
sobre portaobjetos. C.Tincion de pandptico rapido, tras secado.

1. Seinmovilizé la rata con la mano izquierda, dejando que el
animal se apoyara sobre el antebrazo del mismo lado e
introdujera su cabeza bajo el codo del técnico.

2. Se levant¢ la cola del animal con los dedos indice y pulgar
de la mano izquierda y con la derecha se introdujo en la
vagina un cuentagotas de plastico flexible con agua
bidestilada (1 mlaprox.).

3. Setomo una muestra de las células que recubren la vagina,
conlavadosy aspirados repetidos (3-4 veces).

4. Se afadieron 3-4 gotas de dicho lavado sobre un
portaobjetos, secandose a temperatura ambiente (20-22
°C).
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5. Posteriormente se realizé una tincion de pandptico rapido:
a. Los cubreobjetos se sumergieron 15 veces seguidas (1
segundo) en solucién alcohdlica de triarilmetano.
b. Seguidamente se sumergieron otras 15 veces (1
segundo) en solucién tamponada de xanteno.
c. Finalmente se sumergieron 20 veces (1 segundo) en
solucion tamponada de tiazina.

6. Se dejaron secar y se observaron al microscopio con
aumentos 10X, 20Xy 40X.

De este modo, del total de hembras muestreadas se
escogieron las que se encontraban en fases de estro (ver Figura 2)
y en proestro avanzado (ver Figura 3) y se colocaron con el macho,
en la cubeta de éste (15:1:7). A las 24 horas, se realizd un nuevo
frotis (sin tincion) para detectar la presencia de espermatozoides
con la tipica cabeza "en gancho’; sefial de que habrian quedado
prefadas.

Imagen suministrada por la autoria
Figura 2.- Frotis vaginal 40X (tincién pandptico rapido). Fase de Estro. Se
pueden observar células escamosas gueratinizadas enucleadas (flecha) y
células superficiales nucleadas (punta de flecha negra).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Frotis vaginal, incorrectamente realizado y clasificado como
Fase de Proestro 40X (tincién de pandptico rapido). Mezcla de células
basales (flecha) y falsas células escamosas intermedias y superficiales
(cabeza deflecha).

Sorpresivamente, se observd que el nimero de hembras
gestantesalas 24 h, era muy pequefo, no correspondiéndose con
las expectativas derivadas de los frotis. Se mantuvieron 24 h mas
con los machos, obteniéndose los mismos resultados negativos
que el diaanterior.

La fertilidad de los machos se habia comprobado
previamente, y por lo tanto, se descarté un problema derivado de
éstos. El protocolo se volvié a repetir con otras hembras
diferentes, obteniéndose resultados similares. Esta vez, los
técnicos observaron que los resultados negativos del segundo
frotis (para detectar espermatozoides) correspondian a las
hembras clasificadas en fase de proestro avanzado.

:Ytiqué opinas?

iConsiderasttil latécnica del frotis vaginal?
iSeharealizado correctamente la técnica?

iCudl podria ser el origen de este “problema de
infertilidad"?

;Qué propondrias para evitar problemas futuros?

SOLUCION
En la actualidad, es habitual en muchos animalarios la

peticion de ratas con fecha de gestacion determinada para ser
utilizadas en estudios durante la fase embrionaria o fetal. Por otra
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parte, el conocimiento de la fase sexualmente activa puede
permitir sincronizar la gestacion y obtener unas planificaciones
de la produccion mas exactas. En este sentido, el medio técnico
mas utilizado para conocer la fase del ciclo estral es la citologia
vaginal, y programar, en consecuencia, los cruces diarios para
obtener, de este modo, las ratas gestantes pedidas para unafecha
concreta.

Si leemos con detenimiento el protocolo para la realizacion
del frotis, observaremos que se ha empleado agua bidestilada
para hacer los lavados vaginales. Lo correcto habria sido utilizar
suero salino. Al utilizar agua bidestilada hemos provocado un
chogue osmoético de las células basales del epitelio vaginal
confundiéndose su aspecto con el de las células escamosas
queratinizadas, tipicas de la fase de estro (fértil) y/o proestro
avanzado. Si volviésemos a realizar un frotis correctamente sobre
la misma rata, clasificada erréneamente en proestro avanzado,
veriamos como el nimero de células escamosas es mucho menor
y por el contrario el de células basales, mayor (ver Figura 4).

Imagen suministrada por la autoria
Figura 4.- Frotis vaginal correctamente realizado de la misma rata de la
imagen 3. Fase de Proestro 40X (tincion de panodptico rapido). Mezcla de
células basales (flecha) y células escamosas intermedias y superficiales
(cabeza de flecha), con ndmero minimo de neutrdfilos (punta de flecha
blanca). Se observa, si lo comparamos con el falso proestro avanzado de la
imagen anterior, como el nimero de células escamosas es mucho menor,
aumentando el de las células basales. Obsérvese también, que la relacidn
nucleo:citoplasma en las células basales de la imagen 3, es mayor que en
las basales de la imagen 4. Esto es debido a |a entrada de agua destilada al
interior celular, provocada por la diferencia osmética entre el citoplasma y
el espacio extracelular.
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Si hubiesen empleado una tincién como el Papanicolau, este
error se hubiese detectado més rapidamente ya que el citoplasma

de las células escamosas se hubiera tefiido de color anaranjado Ta n Ce rca

por su pH acidéfilo, manteniendo su morfologia normal. Mientras . 11,
que en las células basales, alteradas (estalladas) por el choque Como EI IOS;
osmético, tendrian una morfologia similar a las escamosas pero del pe rsonal

del animalario.

su coloracion hubiese sido azul.

Un método para detectar las hembras en fase de estro, menos
afectado por la subjetividad del operario a la hora de interpretar
citologias, seria el empleo de la técnica de la conductividad lo eeiiista e Pkl iSgiafa s/ SeGars delisectoe
eléctrica del moco vaginal IMPEAST (detector por impedancia). y posicione sus productos difectamente
De manera resumida, consiste en introducir una pequefa sonda en manos de los animalarios.
en vagina que nos medira la resistencia eléctrica de la mucosa
vaginal. La relacion entre esta variable y las fases del ciclo estral en
animales de granja es conocido desde 1962, siendo Bartos (1975)
el primero en describir esta aplicacion en ratas de laboratorio. Las
hembras con valores de impedancia superiores a 2 KO, se
seleccionarfan para introducirlas con los machos a las 18 h de la
lectura.

Anunciese en ANIMALES DE LABORATORIO,
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Entrevista

Sergi Vila Bellmunt

Técnico de laboratorio de experimentacién animal
(CIBERehd)y gestor de laweb de SECAL

Sociedad Espafola para las Ciencias del Animal de
Laboratorio (SECAL) ;Qué opiniéon te merece nuestro
colectivo?

Soy socio de SECAL desde 2011, a raiz de una oferta laboral
cuyo requisito era la formacién en bienestar animal. Me puse en
contacto con Joana Visa, responsable de bienestar en el IDIBELL,
quien me atendio amablemente yme puso al dia del mundo de la
ciencia del animalde laboratorio.

En estos 4 afnos, formar parte de SECAL me ha permitido estar
en contacto, ya seaa través de SECAL-L, de la revista Animales de
Laboratorio, jornadas, congresos, etc, con profesionales que
trabajan en elmismo ambito.

Para empezar, ;cual es tu experiencia en el mundo del animal
delaboratorio?

Realicé la formacion en categoria Ba distancia en el CEVUG. En
2010, empecé a trabajar con ratones en el PEBC y desde 2012,
estoy en un grupo CIBERehd en el Laboratorio de Hemodinamica
Hepédtica de Barcelona en el Clinic de Barcelona, donde
trabajamos con modelos animales para enfermedades del
higado.

iCudlestuactualrolen lapaginawebde SECAL?

Este ano, he empezado la gestion de la pdgina web y las redes
sociales.

Mi rol consiste basicamente en presentar los contenidos de
cursos, actividades y noticias que nos llegan y hacer que éstos
sean visibles para lossocios y visitantes.

Las redes sociales y la era de la informacién han
modificado la realidad comunicativa. En este sentido ;qué
futuroleesperaalawebde SECAL?

Hace 10 anos se empezo a gestar la web 2.0. En esta ultima
década, se ha pasado de disponer de paginas estdticas a paginas
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dinamicas, donde los contenidos se actualizan y enriquecen con
las aportaciones de los usuarios.

En este sentido, hemos activado la cuenta de Twitter
@secal_t, que os animo a seguiry compartir contenidos.

Otro aspecto que podremos ver en el futuro, es que con pocos
medios es posible difundir videos, de esta forma eventos de
interés comuin se podrian retransmitir por streaming. El futuro es
mévil, por eso la web es "responsive”: se adapta a los diferentes
dispositivos: monitores, tablets y méviles.




Entrevista
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{Qué beneficios puede traer para SECAL el desarrollo de una
pagina web mas completa einteractiva?

Nuestra comunidad comparte la misma herramienta de
trabajo y genera constantemente conocimiento. La pagina web
debe ser una plataforma que aglutine todos estos aspectos y
permita que nos conozcamos mas entre nosotros, encontremos
puntos en comun y podamos crear sinergias positivas. También
debe ser una puerta al resto del mundo. Cada dia aparecen
nuevos recursos y aplicaciones que nos ayudan a ordenar
cantidades ingentes de informacién, catdlogos como el OMIM,
ORPHANET, MGl o IMPC, y que permiten hacer visible todos estos
recursos para que en el momento adecuado el personal que
trabaja en experimentacién animal pueda tener acceso a ellos.

Nuestros lectores directos de la revista son los socios de
SECAL, pero la web tiene lectores de todo el mundo. ;Qué
consideras que deberiamos hacer como sociedad para que,
por medio de la web, tengamos mas solicitudes de inscripcién
anuestrasociedad?

Por una parte, la web debe tener un perfil divulgativo para el
gran publico en el que pueda encontrar informacion abierta y
transparente sobre la necesidad de los animales para la
investigacion y la ciencia que hacemos en Espafia. Puede ocurrir
que una cierta relajacion en este tema provoque, con el tiempo,

Nustracién: Cristina Curto / Sketching cientifico IDIBAPS

desconocimiento de como es la experimentacion animal y se
creen falsos mitos y desinformacion.

Por otra parte, la web debe sequir ofreciendo contenidos de
calidad y actualizados, y seguir siendo un espacio de referencia
para todo el personal relacionado con las ciencias del animal de
laboratorioy para el mundo cientifico en general.

Solemos terminar estas entrevistas con la voz propia del
entrevistado y por ello le dejamos espacio libre para una
reflexion.

Xavier Lasauca, un gran comunicador de la ciencia 2.0, en una
entrevista reciente decia que "la primera impresion es que la
dedicacion a los medios de comunicacion social puede parecer
una pérdida de tiempo. Pero hay que tener en cuenta el retorno
deesainversion”.

Todos los dmbitos de nuestra vida se han ido digitalizando: el
comercio, la banca, las comunicaciones personales, la prensa, la
educacion... ;Y la ciencia de los animales de laboratorio en
Espafia? Mi reflexion es que como actores activos de esta
transformacion seamos participes compartiendo nuestro dia a
dia através de los medios que ofrece SECAL.

Para acabar, comentar que para cualquier duda o sugerencia
me podéis encontrar en enlaceweb@secal.es.
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Tomografia por Emision de Positrones (vozinglesa).

Técnica que mediante la captacion de la radiacion infrarroja,
permite medir temperaturas exactas a distancia y sin
necesidad de contacto fisico con el animal.

Prueba de diagndstico por imagen cuya funcion es el estudio
de los vasos circulatorios que no son visibles mediante la
radiologia convencional. Para hacer visibles las arterias, se
inyecta un colorante llamado“contraste”.

Tomografia axial computerizada.

Técnica de exploracion de las cavidades articulares que
permite ver, realizar tomas de biopsias y pequenias actuaciones
terapéuticas.

Plano vertical que divide el cuerpo en posicion anatémica en
secciones ventral y dorsal.

Perteneciente al mismo lado del cuerpo.

Prueba diagndstica que emplearayos X para su realizacion.

.

12.
13

18.

Técnica que utilizaimanes y ondas de radio para crear imagenes
del cuerpo.

Técnica radioldgica muy especializada para el estudio de la
columna que se realiza inyectando un medio de contraste en el
canal medular.

Técnicas de diagndstico por imagen, que emplea ultrasonidos
paragenerarimagenes de los distintos 6rganos.

Método de obtencion de imagenes de rayos X en tiempo real de
lasestructurasinternas.

Técnica diagnodstica que utiliza isotopos radiactivos para
visualizarlas estructuras del organismo.

Técnica que utiliza los ultrasonidos para medir la elasticidad, la
durezarelativa de unos tejidos con respecto a otros.

Técnica diagnostica que consiste en la introduccion de una
camara dentro de un tubo a través de un orificio natural, una
incision quirdrgica o una lesion para la visualizacion de un
organo hueco o cavidad corporal.

European College of Laboratory Animal Medicine.

Plano vertical perpendicular al suelo que divide el cuerpo en
posicién anatémica en mitades izquierda y derecha.

Tipo de ecografia con la que se estudia el flujo de sangre que
pasa a través de las arterias y venas, y que permite conocer su
cantidad, velocidad y consistencia en un momento concreto.
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Tal como demuestran publicaciones
de las mas reconocidas instituciones
investigadoras de todo el mundo, los modelos
oncoldgicos de Harlan Laboratories ofrecen
especificaciones de alta calidad, dietas y

servicios de asistencia que pueden necesitar
en su investigacién contra el cancer.

Para mas informacion, visite nuestra
Web vaww. harlan.com/ancology.
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