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Training Courses at BioXpert (= days)
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PERT ENVIGO

Research Models
and Services

Date (= weeknr.)

Introductory Course micro-surgery (2) 26 & 27 May (#21)
Advanced Course micro-surgery (2) 10 & 11 November (#45)
Chronic Bloodsampling Techniques (1) T.B.D
Injection and Administration Techniques (1) T.B.D

Telemetry in Rodents (2)

3 & 4 March (#9)

Introduction to Cryopreservation (1) 7 April (#15)
Advanced Course on Cryo and Embryotransfer (2) 7 & 8 July (#27)
Reproductive Surgery Courses (1) 27 October (#43)
Mouse Sperm Freezing (1) 8 December (#49)
Necropsy and Sampling (1) 29 September (#39)

Detailed information available at envigo.com/courses or contact secr@envigo.com
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Un modelo 3| |ado de
los humanos

ESTA OVEJAY SU CORDERO HAN CONTRIBUIDO, DE MANERA DECISIVA,
EN EL DESARROLLO DE LA CIRUGIA FETAL DESDE LA DECADA DE LOS 80.

Gracias al modelo experimental ovino, actualmente y en Hospitales espanoles, se
estan corrigiendo de forma prenatal malformaciones letales para el feto o muy
mutilantes para el futuro nino, como la hernia diafragmatica congénita grave, las
tumoraciones pulmonares y cervicales de gran tamano, el teratoma sacrocoxigeo, las
obstrucciones del sistema urinario, los problemas de las gestaciones de gemelos, el
mielomeningocele o la espina bifida. Estas intervenciones fetales se hacen abriendo
el uUtero, exteriorizando parcialmente el feto para operarlo y, posteriormente,
cerrando laincisién uterinay materna.

sociedad esparniola
para las ciencias

‘ del animal de laboratorio
——

www.secal.es
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Editorial

Caceres a la altura

Es un placer invitaros a participar en el | Congreso Ibérico de
Ciencias del Animal de Laboratorio (XIll Congreso SECAL-ll
Congreso SPCAL). Asi comenzaba la invitacion que nos hacia
Maria Reyes Panadero, Presidenta del Congreso. Y para ellay su
equipo, el placer fue nuestro.

Placer que, como si de un curso académico se tratara, nos
llevd por una serie de talleres, reuniones y conferencias
magistrales que consiguieron no sélo llamar nuestra atencion,
sino también llenar nuestro afan de conocimiento,
consecuenciacomo no, del magnifico programa cientifico.

Un resumen del desarrollo del congreso lo encontraréis en
laseccién de noticias. Y en las secciones de articulos y técnicas,
encontraréis dos de los trabajos que fueron agraciados en los
Premios a los mejores posters.

Una cita en portugués, espanol y portuiol, llena de
experiencias que comenzaban en la parada del autobus,
pasaban porel ambito cientifico, y terminaban caminando por
el extraordinario legado patrimonial del casco antiguo de la
ciudad de Caceres.

Gracias Maria, a ti y al Comité Organizador, que nos
hicisteis sentiren casa.

Direccion Revista SECAL
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Noticias

Act'ividades de ] a Federation of European Laboratory Animal Science

Associations (FELASA)
: ; I ( ; I Enrelacionalos grupos de trabajo seinforma de lo siguiente:

- Grupos de trabajo finalizados:

El 17 de noviembre de 2015 se celebré una Reunion e
Ordinaria de la Junta de Gobierno de la SECAL. Asimismo, el : Anétms ético nesgalbenefma (en colaboracién con
19 de noviembre de 2015 y en transcurso del Congreso, se @ALA'ST;- _ _ ,
celebr6 la Asamblea General Ordinaria de la sociedad. Tras la » Control sanitario para el intercambio de roedores (en
Asamblea, se celebré una Reunion Extraordinaria con los colaboracion con AALAS).
nuevos miembros elegidos en la asamblea. A continuacién, se « Cefalépodos
presenta un resumen de los principales temas tratados en '
estasreuniones.

Relaciones internacionales

Laboratory Animals Ltd. (LAL)

- Grupos de trabajo en funcionamiento:

» Clasificacion de severidad y analisis retrospectivo (FELASA-
ESLAV,-ECLAM).

- Monitorizacion sanitaria de primates no humanos.

+ Pez cebra (FELASA-COST).

* Garanta de calidady monitorizacion genéticaen roedores.

» Transporte (FELASA-AALAS).

Se informa que se aprobd el sistema de pago por franjas de
porcentaje de suscripciones de manera que a mayor porcentaje
de suscriptores mas barata es la suscripcion. Esto ha generado el
establecimiento de dos cuotas de socio de SECAL, enfuncién desi

- Grupos detrabajonuevos:

» Animalessalvajesy degranja.

reciben o no la revista (95 € y 55 €, respectivamente). El coste dela « Monitorizacion sanitaria; de: peces en inveafigag:iﬂn
revista serd modificado cada ano en funcion del porcentaje de (FELASA—AAIH 5; I
suscriptores. Durante el 2016, el coste sera el menor al contar el % . Bﬁase‘guﬂdadenanlml e tlalabortEN0 (SGV-FELASAT.

de suscripcion del 100% del afno 2015.

También se informa que el congreso de FELASA 2016 ser en

Se informa también que durante el 2016 ya habra seis Bruselasyqueel EﬂﬁgrewFEL&SAmmﬁeréienPraga;

ejemplares en lugar de cuatro, que en cada volumen habra una

seccion para cada sociedad cientifica en el idioma propio y que
poco a poco se va a ir dando un mayor peso a la version Relaciones nacionales

electrénica.

Confederacion de Sociedades Cientificas de Espania (COSCE,
Lo nal CouncilforL AnimalScience(ICLA Se informa que la SECAL, como miembro de COSCE, participo

o ™ _ - - en la generacion del documento de comunicacion en defensa de
se‘infmdeql’esah@ﬁ otorgado becasa personas del este lainvestigacion animal. Por otra parte, la SECAL también participa
de Europa para estancias formativas en centros de Europa

S Sl en el Proyecto DECIDES (Debates sobre ciencia y desarrollo
ooccidental del Programa Europeo de Formacion.

econdmico y social), en el tema“La ética en la Ciencia” con Alberto

. : o I Pastor como representante. Se informa que se ha establecido un
Seanimaa lossocios avisitar laweb de ICLAS (www.iclas.org) grupo de trabajo para abordar diferentes requerimientos

Pparaconocertodaslasactividades que realiza estasociedad. regulatorios, conflicto de intereses, integridad cientifica,

asesoramiento, etc. con el fin de publicar documentos al respecto.



http://www.iclas.org
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Relaciones con el Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente (MAGRAMA) y el Ministeric de Economia y
Competitividad (MINECO)

Se informa de las relaciones mantenidas con ambos
ministerios a través de Pilar Le6n (MAGRAMA) y Salvador Fortes
(MINECQ) y la participacion de ambos en la mesa redonda que se
celebro durante el congreso para responder a todas las preguntas
planteadas por los socios.

Con el MAGRAMA se ha firmado un convenio de colaboracién
para formalizar la relacion. Se recuerda que Pilar Leén es el
contacto nacional de la Comision Europea en Bruselas y que ya se
han publicado las estadisticas del uso de animales en el 2014.

Otras actividades

Red Espanola de Responsables de Bienestar Animal (RERBA)

Esta iniciativa se puso en marcha en octubre de 2015 a
peticion de FELASA. Es un foro web gratuito que cuenta con 29
participantes. Pueden formar parte los Responsables de Bienestar
Animal de los centros usuarios y se permite participar a un
maximo de dos personas por centro usuario.

XIV Congreso de laSECAL

La sede del proximo congreso de la SECAL seré en Las Palmas
de Gran Canaria bajo la presidencia de Jose Luis Martin Barrasa.

Nombramiento de los cargos de la Junta de Gobierno (2015-
2017)

Presidente: Antonio Martinez
Vicepresidente:Teresa Rodrigo
Secretario: Angel Naranjo
Vicesecretaria: Clara Mufioz
Tesorera: Carlota Largo
Vicetesorero: David Munoz
Vocales: Juan Rodriguez, NorayBio, representado por Amaia
Enbeita, Maria Reyes, Hernan Serna, Sergi Vila, José Luis Martin,
Helena Paradell.




Del 17 al 20 de noviembre de 2015, se celebré en el Centro de
Cirugia de Minima Invasion Jesus Uson (CCMIJU) de Caceres, el |

Congreso |bérico para las Ciencias del Animal de Laboratorio (Xl

Congreso SECAL - Ill Congreso SPCAL), bajo el lema Nuevas
alianzas para unamejor ciencia.

Fotos: SecalSpcal2015

Este evento fue organizado conjuntamente por SECAL y
SPCAL (Sociedad Portuguesa para las Ciencias del Animal de
Laboratorio), gestado con la colaboracion de ambas sociedades
para favorecer el intercambio cientifico y tecnolégico entre todas
aquellas personas e instituciones que trabajan en este campo de
la biociencia a un lado y otro de la frontera hispanolusa, y con la
idea de propiciar el nacimiento de proyectos cientificos de
colaboracién que beneficien aambos paises.

El congreso conto con la asistencia de mas de 300 personas
gue participaron tanto en los 8 talleres organizados para el dia
previo a la inauguracion (17 de noviembre), como en las distintas

conferencias que se impartieron en el magnifico auditorio del
Centro de Cirugia de Minima Invasion (CCMIJU). Los participantes,
tanto congresistas como ponentes, procedian de lugares tan
dispares como Espana, Portugal, Colombia, Brasil, Estados Unidos,
Francia, Reino Unido, Canada, y Dinamarca.

.__‘__‘-_:‘ r‘:. al

Fotos: SecalSpcal2015



| Congreso [bérico para las Ciencias del Animal de Laboratorio

(XILL Congreso SECAL- lll Congresso SPCAL)

Los talleres impartidos contribuyeron a aumentar las
competencias de los inscritos en temas como el refinamiento en
microcirugia y tecnicas microquirurgicas, anestesia y ventilacion
mecanica en roedores, anestesia y ventilacion mecanica en
grandes animales, imagen diagnostica en modelo animal grande
con resonancia magnética y tomografia computerizada, técnicas
de fertilizacién in vitro y vitrificacion de embriones en modelo
murino, técnicas de transferencia embrionaria en modelo murino,
y disefio y desarrollo de un biobanco en un servicio de
experimentacion animal.

Todos ellos contaron con laoportunidad tnica de disponer de
la mas alta tecnologia para la investigacion, ya que la sede (el
CCMIJU) es un centro internacional de referencia, especialmente
en investigacion quirlurgica. Este centro es una institucion
multidisciplinar dedicada a la investigacion, formacion e
innovacion en el ambito sanitario, con amplia experiencia en
investigacion traslacional en campos como la laparoscopia,
endoscopia, microcirugia, diagnéstico y terapéutica endoluminal,
anestesiologia, farmacologia, bioingenieria y tecnologias
sanitarias, terapia celular, y reproduccion asistida.

La manana del miércoles 18 de noviembre se inaugurd
oficialmente el congreso, con la presencia del D. Vicente Alonso
Nurnez (Director General de Asistencia Sanitaria del Servicio

Extremeno de Salud), Dr. Francisco M. Sanchez Margallo (Director
Cientifico del CCMUU), DRa. Maria Angélica Garcia Gomez
(Diputada de la Excma. Diputacion Provincial de Caceres), Dia.
Isabel Vitdria Figueiredo (Presidenta de SPCAL), D. Javier Guillén
(Presidente de SECAL), Diha. Ana |sabel Santos (Vicepresidenta del
Comitée Organizador)
Congreso).

y Dna. Maria Reyes (Presidenta del

Foto: SecalSpcal2015
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Fotos: SecalSpeal2015

Tras la ceremonia de apertura
tuvo lugar la Conferencia
Plenaria a cargo de Carlos Lopez-
Otin, que verso sobre los avances
que se han conseguido hasta
ahora en los modelos animales
que ayudan a comprender y
buscar terapias para distintas
enfermedades humanas; en
concreto modelos animales en
raton para la investigacion del
cancer y el envejecimiento. El profesor Otin, multiples veces
galardonado, desarrolla en la actualidad una linea de
investigacion sobre biologia tumoral, envejecimiento y analisis

4
Fotos: SecalSpcal2015




funcional de genomas; su grupo de trabajo ha permitido
identificar mas de sesenta nuevos genes humanos y el analisis de
sus funciones en la progresion tumoral y en otros procesos
patolégicos. En su charla clarificé con datos el “porqué” todavia a
dia de hoy es imprescindible trabajar con animales en algunos
campos de la biomedicina.

Foto: SecalSpcal2015

Tras la conferencia inaugural y a lo largo de tres dias se
desarrollaron un total de 10 sesiones. Los temas tratados durante
las conferencias del congresointentaron cubrir todos los aspectos
relacionados con el animal de laboratorio: “Organos encargados
del bienestar de los animales y revision ética’, "Peces: modelos y

"o

cuidados”, "Nuevos modelos en roedores y aplicaciones técnicas’,
“Planificacion de animalarios”, “Animales silvestres’, “Grandes
animales: modelos quirturgicos, preclinicos y veterinarios”,
"Educacién/formacion/competencia’, "Control sanitario
/Patologia” y “Clasificacion de la severidad/interpretacion

/aplicacion’”.

¢ -
L]

=g

. Funciones Organas Evaluadores

Foto: SecalSpcal2015

Fotos: SecalSpcal2015
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En cuanto a la aportacion de comunicaciones, ésta cubrio
claramente las expectativas, seleccionandose de entre todas las
recibidas un total de 115, entre orales y posteres. Dichas
Anirmal RESEARCH : a permanent questioning comunicaciones se encuadraron dentro los siguientes temas:
marco ético y juridico para el uso de los animales de laboratorio,
bienestar de los animales de laboratorio, eutanasia, salud de los
animales de laboratorio, modelos animales, animales
genéticamente modificados (GM), anestesia-analgesia y cirugia,
implementacion de las 3Rs, disefio y gestion de las instalaciones
para animales, salud y seguridad ocupacional, educacion y
formacion en ciencias del animal de laboratorio, y misceléanea.
Podeéis consultar los resiimenes en el siguiente enlace de la revista
Laboratory Animals:
http://lan.sagepub.com/content/49/3 suppl.toc

Foto: SecalSpcal2015 Fotos: SecalSpcal2015
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Foto: SecalSpcal2015

Una actividad que suscité un gran interés fue la Mesa
redonda con las Autoridades Competentes a nivel nacional,
tanto de Espana como de Portugal, que se celebré la mafana del
viernes con la presencia de Pilar Le6n del MAGRAMA y Salvador
Fortes del MINECO por parte de Espafia, y en la que intentaron
contestar las dudas y cuestiones enviadas por los socios en
relacion a lalegislacion vigente y a la aplicacion diaria de la misma.

Bs Me

r: Javier Guillén

air: Ana Isabel 5antos I

A mediodia del viernes 20 de noviembre tuvo lugar la
Conferencia de Clausura a cargo de Manuel Berdoy, quien nos
presentd un modelo de toma de decisiones en las revisiones éticas
de los proyectos basado en el comportamiento grupal de las
abejas.

Tras la conferencia, se celebré la ceremonia de clausura en
cuyo transcurso se concedieron 6 premios a los mejores posters. El
primer premio consistio en una dotacion economica de 1.000 €
que aporto la SPCAL, y los restantes premios consistieron en una
inscripcion gratuita aportada por SECAL a la plataforma E-
Learning Library de AALAS.

Los posters premiados fueron los siguientes:

1"Premio: “Magnetic resonance imaging in the follow up of
melanocytic tumors treated with hMSC and
radiotherapy.”, cuyos autores son A. Nieto, V. de A,
Farias, JJ. Lopez-Penalver, A. Fernandez, M. Tassi, A.M.
Santos, F. O'Valle y J.M. Ruiz de Almodovar, y que se
presentaenla seccion de Articulos de este nimero de
larevista.

aE§ BIEAL = 1 EONOARSSS c.
2113 CONGRESD SECAL

P Tuokel Nieto

Foto: Secalspeal2015 Foto: SecalSpeal2015
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2°Premio: Assessment of different heat sources for blood sampling 4°Premio:  New Pneumoperitoneum Neonatal Animal Model.
in mice. Autores: M. Jiménez, V. Solis, C. Mufos, J. Autores: A. Miranda, J.M.Pégoy J. Correia-Pinto.
Sparrowe, J. Sanchez, I. Camino, R. Garcia y A.
Martinez. Este trabajo se presenta en la seccién de

Técnicas dela presente revista.

Foto: Secalspcal2015 Foto: SecalSpeal2015

3" Premio: Can different depths of anaesthesia influence 5°Premio: Different laboratory mouse strains shoe distinct
recognition memory in mice? Autores: J. Ferreria, A. coronary artery patterns. Autores: M.C. Fernandez, A.

Olssony A.Valentim. Lopez-Garcia, M. Lorenzale, V. Snas-Coma, A.C. Duran

yB.Fernandez.

Foto: SecalSpcal2015 Foto: Secal5pcal2015
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6°Premio: Animal model for studying regenerative maturation
and permeability of vascular grafts from porcine
intertinal submucosa (SIS} vascular acces for
hemodialysis. Autores: V. T. Karen Rivero, S. David
Galvis, G, Ruiz Arturo, S. Néstor, J.Camachoy J. Briceno
Carlos.

Foto: Secalspeal2015

También se conto con la participacion de un buen ndmero de

empresas que ocuparon 33 stands situados estratégicamente en
una extensa exposicion comercial, y que mostraron “en vivo y en
directo” todos los avances tecnolégicos que se ofrecen
actualmente en este dmbito de investigacion; sus ofertas
abarcaban desde el refinamiento en la fabricacion de distintos
tipos de lechos, hasta los ultimos avances en técnicas de
diagndstico por imagen, pasando por los distintos sistemas de
estabulacion de animales, sistemas informéticos para la gestion
integral de un animalario, sistemas de extraccion de muestras,
modelos animales, etc... Dichas empresas procedian de Espafia,
Portugal, Alemania, Estados Unidos, Italia, Francia y Estonia.

Fotos: SecalSpcal2015

Y no menos excelente fue el programa social, que incluyé la visita guiada a
la Ciudad Monumental de Caceres y la Cena del Congreso en el encantador
Castillo de la Arguijuela, proporcionando momentos lidicos de los que
disfrutar con companerosy amigos.
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Nuestra enhorabuena a los Comités Organizador y Cientifico,
y en especial a Maria Reyes, Presidenta del Congreso, por el éxito
conseguido.

www.secal.es

sociedad espariola
para las ciencias
‘ de! animal de laboratorio

Fotos: SecalSpcal2015



http://www.secal.es

Actualidad

La rapamicina mejora la plasticidad cerebral
v la memoria en ratones con sindrome de Down

Un trabajo realizado por los grupos de Neurociencia Celular y
Plasticidad de la Universidad Pablo de Olavide (UPO) y de
Traduccién Sinaptica Local de la Universidad de Sevilla (US) ha
puesto de manifiesto que la rapamicina participa en la sintesis de
proteinas necesarias para los procesos de aprendizaje y memoria,
yenel desarrollo de procesos de plasticidad cerebral.

El estudio, publicado en la revista Neurobiology of
Disease, muestra mediante andlisis de
comportamiento y registros electrofisiologicos de

plasticidad cerebral, que algunos de los déficits de
memoria y de plasticidad que se observan en ratones
modelo del sindrome de Down revierten mediante el
tratamiento con rapamicing >

El sindrome de Down es la discapacidad intelectual genética
mas frecuente con déficits de memoria que contribuyen
significativamente a la disfuncién cognitiva. El modelo de ratén
de sindrome de Down presenta déficits tanto en la plasticidad
sindptica como en la persistencia de la memoria espacial a largo
plazo.

Se ha estudiado un tipo de plasticidad cerebral (BDNF-LTP) -
una forma de potenciacion de la transmision sinaptica de larga
duracién mediada por la neurotrofina BDNF (del inglés brain-
derived neurotrofic factor)- en las sinapsis hipocampales
establecidas entre las neuronas del drea CA3 y las neuronas del
area CA1, tanto en ratones silvestres como en ratones modelo del
sindrome de Down.

Los investigadores han observado, mediante la obtencion de
registros electrofisiologicos en cortes de cerebro, que en los
ratones silvestres la aplicacion exdgena de BDNF induce cambios
plasticos ausentes en los ratones modelo de sindrome de Down.
Sorprendentemente, cuando el cerebro de los ratones con el
trastorno se trata con rapamicina, la aplicaciéon de BDNF induce
cambios plasticos (BDNF-LTP) similares a los observados en
ratones silvestres. La plasticidad rescatada por el farmaco
involucra las mismas vias de sefalizacion que las observadas en
ratones silvestres y es dependiente de sintesis local de proteinas.

Los estudios comportamentales realizados en ambos grupos
evidencian la posible utilidad terapéutica de la rapamicina. Los
ratones modelo de sindrome de Down muestran un déficit en la
realizacion del laberinto de Barnes, una prueba de memoria que
involucra el hipocampo y que permite estudiar aprendizaje,
memoria espacial, memoria de trabajo y de referencia, y memoria
a cortoy largo plazo. De manera notable, el tratamiento de estos
ratones con rapamicina rescata la persistencia de la memoria de
larga duracion.

Estos resultados sugieren que este farmaco puede ser un
nuevo producto farmacoterdpico capaz de mejorar déficits
cognitivos.

http://www.agenciasinc.es/Noticias/La-rapamicida-mejora-la-
plasticidad-cerebral-y-la-memoria-en-ratones-con-sindrome-de-Down

http://noticiasdelaciencia.com/not/16996/la-rapamicina-mejora-la-
plasticidad-cerebral-y-la-memoria-en-ratones-modelo-del-sindrome-
de-down/

Andrade-Talavera Y., Benito |, Casanas JJ., et al. Rapamycin restores
BDNF-LTP and the persistence of long-term memory in a model of
Down ‘s syndrome. Neurobiology of Disease 2015, 82:516-25.



http://www.agenciasinc.es/Noticias/La-rapamicida-mejora-la-plasticidad-cerebral-y-la-memoria-en-ratones-con-sindrome-de-Down
http://noticiasdelaciencia.com/not/16996/la-rapamicina-mejora-la-plasticidad-cerebral-y-la-memoria-en-ratones-modelo-del-sindrome-de-down/
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Hallan el ‘codigo postal’ del cancer que decide
el destino de las metastasis

Entender por qué un tumor genera metastasis en unos
organos y no en otros es una de las mayores aspiraciones de la
oncologia, y también una de las mds antiguas. Hace 126 afios, el
médico britanico Stephen Paget formuld su teoria de semilla y
sustrato, que defiende que la metastasis necesita células
tumorales (semillas) que se dispersan y un ambiente acogedor (un
sustratofértil) en el 6rgano de destino.

En los uGltimos anos, Héctor Peinado (del Grupo de
Microambiente y Metastasis del CNIO) ha desarrollado junto con
David Lyden (del Weill Cornell Medical College) y Jaqueline
Bromberg (del Memorial Sloan Kettering Cancer Center) una
teoria que se apoya y amplia la teoria de semilla y sustrato de
Paget.

. Seguin los autores, hay indicios de que los tumores
emiten millones de vesiculas cargadas con una
representacion de sus proteinas y su contenido
genético, llamadas exosomas, a modo de naves

mensajeras o destacamentos; y son estos exosomas
los que se ocupan de que los 6rganos de destino
estén preparados para acoger las células tumorales:

Los exosomas desencadenan en el drgano de destino la
respuesta molecular necesaria -inflamacién y vascularizacion-
para acoger las células tumorales, de forma que cuando éstas
lleguen puedan proliferar.

"Este mecanismo que postulamos era hasta ahora
desconocido en la formacién de nichos metastésicos’, explica
Peinado. El trabajo actual corrobora su existencia, porque
confirma que los exosomas tienen un papel crucial en la
formacion de las metastasis.

De los millones de exosomas que parten del tumor solo
algunos anidan, y ademas no lo hacen en un érgano al azar, sino
en algunos mas que en otros. ;Por qué? ;jPodria ser que los
exosomas, los destacamentos del tumor, llevaran etiquetas
moleculares que de alguna manera los dirigieran a 6rganos
especificos?

Para investigar la hipétesis de las etiquetas de destino, los
autores escogieron varias lineas celulares procedentes de una
decena de tumores distintos y de los que se sabe que algunos
metastatizan a organos concretos (pulmon, higado, cerebro o
hueso). Analizaron las proteinas de sus exosomas (casi un millar)

enbusca de las que podrian cumplir esa funcion de cédigo postal.

Foto: shutterstock

Se focalizaron en una familia de proteinas llamadas
integrinas, porque estan en la membrana de los exosomas, donde
tedricamente deberia estar una etiqueta de destino. De entre un
millar de proteinas encontraron que, efectivamente, hay
combinaciones especificas de integrinas asociadas con
metastasis en pulmdny con metdstasis en higado.

Como sefala Peinado, "hemos determinado que existe una
combinacién de integrinas en los exosomas tumorales que
predispone la formacion de nichos metastdsicos en érganos
concretos”.
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Si se engafa a un tumor cambiandole el cddigo de destino,
colonizara el 6rgano que se le indique. Esto se ha probado con
células tumorales que normalmente irian al hueso y que tras la
intervencion de los investigadores se dirigen al pulmén. Estos
datos apoyan que el sustrato es igual de importante que la semilla
enel proceso metastasico.

Otra evidencia de la importancia de las integrinas en el
anidamiento de la metastasis es que si se bloquean integrinas
especificas en tumores que metastatizan a 6rganos concretos -
por ejemplo cancer de mama a pulmén y cancer de pancreas a
higado- se reduce la metastasis en esos 6érganos.

Ademas, han descubierto las sefiales moleculares que median
la reaccion del tejido de destino cuando llegan los exosomas. En
concreto, estas sefalesimplican el aumento de genes de la familia
$100, conocidos por promover sefiales inflamatorias, un proceso
queseasocia con el cancer.

Eltrabajo se ha hecho con lineas celulares tumorales humanas
y de ratén, con modelos preclinicos murinos y con plasma de
pacientes con céancer, lo que ha permitido estudiar, de forma
preliminar, el poder predictivo de las integrinas identificadas; es
decir, si sélo analizando las integrinas de los exosomas se puede
saber en qué érganos podria haber metastasis.

Peinado, sin embargo, es cauto. El codigo postal detectado no
funciona al 100%, sino que mas bien “predispone el érgano de
destino”. Desbaratar este cddigo se ha hecho en ratones mediante
una modificacién genética, pero es mucho mas complicado de
lograr en humanos. "En personas no es tan trivial, porque estas
proteinas tienen otras funciones. Las células de la médula 6sea
utilizan estas integrinas para moverse por el cuerpo y bloguearlas
podria tener efectos colaterales, como una hemorragia’, admite
Peinado.

El grupo del Weill Cornell Medical College esté trabajando con
la industria farmacéutica para encontrar farmacos que bloqueen
el codigo postal séloenlas células tumorales.

http://www.agenciasinc.es/Noticias/Hallan-el-codigo-postal-del-
cancer-que-decide-el-destino-de-las-metastasis

http://elpais.com/elpais/2015/10/28/ciencia/1446054981_109600.html

Hoshino A., Costa-Silva B., Shen T-L, et al. Tumour exosome integrins

determine organotropic metastasis. Nature 2015, 527:329-35.

DOI:10.1038/Nature15756.
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Descubierta una nueva diana terapéutica
para la depresion

La depresion es un importante problema de salud publica en
la sociedad moderna. Sin embargo, poco se sabe sobre el vinculo
molecular entre esta condicién y la neuroinflamacién.
Recientemente, miembros del grupo de investigacion Etiologia y
Patogenia Periodontal, Patologia Oral y Enfermedades
Musculares de la Universidad de Sevilla han demostrado que
existe una relaciéon directa entre el complejo inflamasoma y la
depresién.

Este estudio, publicado en Molecular Neurobiology,
demuestra el papel del inflamasoma -estructura conformada por
proteinas intracelulares implicadas en el inicio de la respuesta
inflamatoria por estimulo intracelular- en la depresién inducida
porelestrés.

[ efecto del estrés requiere de la activacion
del gen NLRP3 del complejo inflamasoma,

asi como la activacion de unas células del sistema

nervioso [lamadas microglias

El trabajo describe cémo la misma activacion de la microglia
durante la neuroinflamacién en la depresién requiere que el gen
NLRP3 sea completamente funcional para producir los sintomas.
De acuerdo con estos resultados, el NLRP3 podria ser un objetivo
de nuevas intervenciones terapéuticas para prevenir la depresién
enlos pacientes,

“Nuestra investigacion confirma el papel que tiene NLRP3 en
la fisiopatologia de la depresion, asi como una nueva diana
terapéutica. La inhibicion de NLRP3 y de la microglia podria
suponer un nuevo tratamiento de esta enfermedad’, afirma Mario
D.Cordero, profesor de la Universidad de Sevilla.

Segun los expertos, la exposicion prolongada a estrés
provoca significativos sintomas depresivos, asi como
neuroinflamacién, activacién de la microglia e inhibicién de la
neurogénesis en el hipocampo y cértex prefrontal en ratones
sanos.

Estos hallazgos no sélo no fueron observados en ratones en
los que previamente se habia eliminado el gen NLRP3, sino que
ademas no se vio afectada la activacion de la microglia y pérdida
de la neurogénesis. "La inhibicion farmacolégica de la microglia
ejercio también un efecto protector sobre la depresion’, afade
Cordero.

http://www.agenciasinc.es/Noticias/Descubierta-una-nueva-diana-
terapeutica-para-la-depresion

Alcocer-Gomez E., Ulecia-Moron C., Marin-Aguilar F, et al. Stress-induced
depressive behaviors require a functional NLRP3-inflammasome.
MolecularNeurobiology 2015, DOI: 10.1007/512035-015-9408-7.
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INTRODUCCION

La radioterapia se utiliza ampliamente en el tratamiento del
cancer y causa reduccion de la supervivencia de las células
tumorales a través de los danos causados al ADN (1-3), y de sus
consecuencias a nivel celular (3) y tisular (4,5). El conocimiento de
los mecanismos mediante los que la radiacion induce la muerte
celular se basa en datos de la supervivencia celular y del dafo
celular inducido por la radiacion (6-9), y en las consecuencias que
este dafo genera tanto en las células tumaorales (10), como a nivel
de lostejidos normales(11,12).

Los modelos propuestos para explicar el resultado de la
radioterapia sobre el crecimiento del tumor y los efectos adversos
ocasionados, hacen pensar que, ademas de los dafios
radioinducidos en el ADN (13), los procesos de senalizacion
celular promovidos por la radiacién y que alcanzan localizaciones
situadas fuera de la region irradiada - efectos abscopal y
bystander (14,15) —pueden ser cruciales en el efecto global de la
radioterapia (16-19), lo que incrementa la eficacia del tratamiento
y podrian ser, incluso, una condicion necesaria para su éxito
(20,21). Este efecto se conoce como efecto bystander y se ha
descrito en varias ocasiones tanto en pacientes tratados con
radioterapia (22-24), como en modelos experimentales in vitro
(20,25,26) e invivo (27,28).

Se sabe que las células madre mesenquimales (MSC siglas en
inglés de mesenchymal stem cell) tienen la capacidad de migrar
hacia los sitios de tumorigénesis activa. Por otro lado, el propio
microambiente tumoral produce y secreta, constantemente, una
serie de factores como citoquinas inflamatorias, factores de
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crecimiento y factores pro-angiogenicos (29), capaces de atraer a
las MSC al sitio del tumor. Cuando el tumor recibe tratamiento
radioterapico, la capacidad de migracién de las MSC hacia los
tumoresseincrementa (30).

En varios estudios se ha descrito la utilizacion de células MSC
modificadas genéticamente como vectores de moléculas
citotoxicas para que, sobreexpresando moléculas tumor-
citotoxicas como TRAIL, puedan ser utilizadas como vectores y
provocar, asi, la supresion de tumores (31), o mediante su
“activacion’, previa a la terapia, aumenten el efecto anti-tumoral
de las MSC (32) eludiendo asi la necesidad de modificarlas
genéticamente. Por ejemplo, tras la activacién de las MSC en
respuesta al dafo celular, éstas adquieren movilidad, entran enun
estado de activacion, y son capaces de secretar factores que
proporcionan un microambiente celular terapéutico (33,34). La
bioactivacion de las células MSC se puede conseguir a través de
diferentes tratamientos, secretando moléculas que son capaces
de afectara unavariedad de células de linaje inmunolégico (32).

Las MSC, aunque son extremamente sensibles a la radiacion
ionizante, son resistentes al efecto bystander inducido por el
medio condicionado por células tumorales irradiadas (20,35), y
pueden ser activadas con dosis bajas de radiacion, para
convertirse en una fuente de factores citotdxicos que reducen la
supervivencia de lineas celulares de melanoma in vitro (27).
Cuando se las administra a ratones inmunodeprimidos NOD Scid
Gamma (NSG'™) con tumores xenotransplantados
subcutaneamente y se irradia uno de los tumares, el efecto de la
radioterapia y el efecto bystander causado por la radioterapia se
ven potenciados por la accion de las MSC (27).
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8 animals
8 animals

8 animals

Xenotransplante del tumor

1-10° de células tumorales de melanoma
humano fueron xenotransplantada sub-
cutdneamente en cada uno de los flan-
cos de 32 ratones NSC™. Cuando los
tumores alcanzaron los 60 mm? (2 sema-
nas) los animales se dividieron en 4 gru-
pos de 8 ratones.

Figura 1.- Esquema experimental del estudio.

Sin embargo, no sabemos el efecto que ejerce el tratamiento
de los tumores subcutaneos con radioterapia y células madre
activadas por radiacion sobre la formacion de metastasis en los
organos del animal. En este sentido, hemos realizado un estudio
piloto para evaluar, microscépicamente, la presencia de
metéstasis en los modelos de investigacion anteriormente
utilizados mediante el empleo de la Resonancia Magnética
Nuclear (RMN}), al objeto de intentar visualizar la presencia de
metastasis en los diversos 6rganos del animal durante el curso del
experimento, sin la necesidad de sacrificarlos, reduciendo el
numero de ratones necesarios para llevar a cabo el trabajo de
investigacion.

MATERIALY METODOS

Para evaluar la capacidad de formar metastasis en el modelo
animal se han inoculado 1-10° células tumorales de melanoma,
lineas A375 y G361, subcutaneamente en ambos flancos de
ratones machos inmunodeprimidos NSG™. Estos animales se han
alojado en rack microventilados y los procedimientos se han
realizado siguiendo siempre las directrices establecidas en el RD
53/2013, con la aprobacién del Comité Etico correspondiente. Los
ratones se dividieron en 4 grupos de 8 animales. Los ratones del
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Tratamiento con MSC

Una vez a la semana los ratones de
los grupos MSC y MSC+RT recibie-
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ron 1-10° MSCs intraperitonealmente.

Radioterapia

Semanalmente y un dia después del
tratamiento con MSC a los animales
del grupo MSC+RT, se le administro
2 Gy de radioterapia a los ratones de

- los grupos MSC+RT and RT.

= Cinética del crecimiento

tumoral

Tres veces a la semana se ha medido

los didmetros de los tumores de todos
los animales para estimar su volumen

y seguir la cinética del crecimiento tu-
maoral en los distintos grupos.

Bienestar animal

AT ]|

Imagen suministrada por la autoria

grupo control no recibieron tratamiento durante todo el
experimento; los del grupo MSC recibieron una vez a la semana
1-10° células MSC intraperitonealmente; los animales del grupo
RT recibieron una dosis de 2 Gy de radioterapia, una vez a la
semana, en uno de los tumores inoculados; los del grupo MSC+RT
fueron tratados con 1-10° MSC inyectadas por via intraperitoneal
el dia anterior al tratamiento de radioterapia con una dosisde 2 Gy
en uno de los dos tumores inoculados. Los tratamientos se
administraron durante 4 semanas consecutivas. En ese momento
fueron examinados por RMN para identificar la presencia de
metastasis, que fueron posteriormente confirmadas con un
estudio histopatoldgico de los tejidos de los animales.

En varios ratones, se administro gadolinio por via intravenosa
durante la exploracion por RMN, para estudiar la cinética de
aparicion del agente de contraste en diferentes drganos. Los
medios de contraste basados en gadolinio son capaces de
mejorar el contraste en las imagenes acortando
significativamente el valor del T1 en los protones del agua
adyacentes, y produciendo variaciones de susceptibilidad y, por
tanto, desfase y caida del T2. De esta manera aportan informacion
sobre los cambios de perfusién tisular y el metabolismo,
aumentando tanto la sensibilidad como la especificidad
diagnostica.
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Con el propésito de buscar elementos diferenciales entre
distintas regiones del tumory los tejidos sanos, hemos sometidoa
estudio la cinética de captacién y de eliminacion de gadolinio en
el rinén, el higado, el musculo, la vejiga urinaria y dos zonas
distintas del tumor: la primera sugerente del predomino de
células viables y con vascularizacion adecuada, y la segunda
caracterizada porimportantes zonas de necrosis.

RESULTADOSY DISCUSION

Las células madre humanas potencian la accion de la radioterapia
cuando soninyectadas en animales con tumores subcutdneos.

En todos los casos, los ratones NSG™ con xenotumores
implantados en ambos flancos que recibieron el tratamiento
combinado con las MSC seguido de 2 Gy de radioterapia,
presentaron tumores de menor tamafno y mejor aspecto general
que los animales de los demés grupos. En la Figura 2 se ilustra la
cinética de crecimiento de los tumores en los distintos grupos de
tratamiento y sutamano al final del experimento.
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Imagenes suministrada por la autoria

Figura 2.- Grafica representativa de la cinética del crecimiento tumoral de
los distintos grupos de tratamiento. Imagenes panoramicas
representativas de cortes de los tumores de cada unode los grupos al final
del experimento tefidos con hematoxilina-eosina (A) Control, (B) MSC, (C)
RTy (D) MSC+RT.
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El tratamiento con Unicamente MSC no ha aportado diferencias
significativas en la cinética de crecimiento tumoral con respecto
al grupo control (p=0.9829). Sin embargo, cuando al tratamiento
con MSC se le ha combinado la radioterapia en uno de los
tumores, ha sido
significativamente inferior a la de los demas grupos (Control: p<
0.0001; MSC: p< 0.0001; RT: p=0.0080).

la cinética de crecimiento tumoral

La resonancia magnética nuclear permite la deteccion de
metdstasis en los 6rganos del animal con tumores subcutdneos.

Lalinea celular A375 fue la Ginica capaz de producir metastasis
en los ratones al final de las 4 semanas de duracion del
experimento. En la Figura 3 se ilustran las metastasis encontradas
en el higado del animal durante la exploracién por RMN, y que
fueron confirmadas posteriormente durante la necropsia y el
estudio histopatoldgico que se realizd en los tejidos de los ratones
al término del experimento.

Imagenes suministrada por |a autoria

Figura 3.- Imagenes de RMN en las que es posible identificar las
metdstasis en higado en el ratdn, que se han confirmado posteriormente
durante lanecropsiay el estudio histopatoldgico de los tejidos del animal.




La cinética de la aparicion del gadolinio en diferentes érganos y
en los tumores permite determinar el grado de vascularizacion de los
tumores.

En la captacion del contraste de gadolinio por el rifidn se
observa una acumulacion muy rapida del gadolinio en la zona de
la corteza renal y después, hacia la zona de la pelvis, donde se
rellenan los calices renales para pasar, a través del uréter, a la
vejiga urinaria donde la senal correspondiente a la llegada del
contraste se observa con toda claridad por el aumento brusco de
la pendiente de la curva de intensidad de gadolinio tomada de la
vejiga (Figura 4 B y E, en azul) y consiguientemente, por el
aplanamiento de la curva tomada en el area renal (Figura4 Ay E,
en verde), fenémeno que indica que durante ese tiempo la
velocidad de captacion del contraste por el rifon se iguala a la
velocidad de eliminacion del mismo a traves del uréter.

Como ejemplo de la presencia del contraste en un organo sin
capacidad excretora del gadolinio, hemos evaluado la dinamica
de la senal del gadolinio en funcion del tiempo sobre un érea de
interés situada a nivel del higado (Figura 4 C y E, en naranja) y otra
sobre la masa muscular de la pata del raton (Figura4 By E, en
amarilla). En ambos casos, las curvas muestran un incremento
brusco de la senal que se asocia con la llegada del medio de
contraste via arterial al area de interés, y una relativa
estabilizacion de la intensidad de la senal a lo largo del tiempo
(Figura 4 B, Cy E, en amarillo la zona muscular y su curva, y en
naranja la zonay curva relativas al higado). Esto refleja el paso del
contraste al espacio extravascular en el que su tiempo de
residencia es poco prolongado y que permite la deteccion de
imagenes del tumor. En estas imagenes es posible diferenciar el
grado devascularizacion deambos tumores (Figura4 Dy F).
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Figura 4.-Imagenesalo largo del tiempo de la cinética de la captacion del
gadolinio. (A) el areasenalada en verde se corresponde a los rifiones, (B) en
amarillolazona muscular, en azul la vejiga y (C) en naranja el higado. (D) en
los cuadros rojos v azules se observan los tumores en los flancos izquierdo
{t.i) y derecho (t.d.), respectivamente. En el tumor izquierdo se observan,
con detalle, las regiones vascularizada (r.v), en rojo, y no-vascularizada, en
blanco. (E) Grafica de la cinética de captacion del gadolinio en los distintos
tejidos del animal. (F) Evolucion de la intensidad del agente contraste en
los tumores y de las dreas vascularizada y no-vascularizada del tumor
izquierdo conrespecto al musculo.

CONCLUSION

El gadolinio nos proporciona una aproximacion al
conocimiento de la vascularizacion del tumor y nos ayuda a
discriminar entre zonas activas y zonas de necrosis tumoral,
permitiéendonos comparar los grupos de tratamientos.
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Recomendaciones para controles microbiologicos
ambientales y de agua en un animalario

Grupo de Trabajo de la SECAL
S. Grané, P-J. Cardona, C. Equiluz, J. Bravo y L. Parra (Coordinador)

INTRODUCCION

La informacién sobre la evaluacion microbiologica ambiental
en animalarios se centra en la deteccion de bacterias y hongos
ambientales con técnicas microbioldgicas clasicas. Basicamente,
el andlisis se realiza en el agua, aire, suelos y techos (Bozik et al.,
1995; Kowalsy et al., 2000, 2002; Edstrom and Curran, 2003; Parker
et al, 2003; Williams et al, 2005). Debido a esto, tanto los
protocolos utilizados como los limites de tolerabilidad se han
inspirado en normativas y guias para el control de quiréfanos y
salas blancas (NTP 203; NTP 335; Monge, 2001; Norma UNE 100-
713-2005; Caballero, 2007).

En el control ambiental destaca la alta importancia de los
sistemas de climatizacion y su validacion en caso de incidencias
(Monge, 2001; Kowalski et al., 2002; Caballero, 2007). Por lo
general, se monitorizan los mesdfilos totales, expresados en
ufc/m’ (unidades formadoras de colonias por metro ctibico), sin
busqueda de patogenicidad de los mismos. En el caso de
ambientes hospitalarios también se monitorizan hongos
oportunistas (Aspergillus spp, Rhizopus, Mucor, Scedosporium) y
saprofitos. Los métodos mas utilizados son la impactacion y la
sedimentacion en placas de Petri (Norma UNE 100-713-2005;
Norma UNE 100-012-2005; NTP 203; NTP 299; NTP 335; NTP 609;
Baskerville and Seamer, 1982; Sehulster and Chinn, 2003).

Esimportante mencionar las nuevas orientaciones del control
microbioldgico ambiental en animalarios. A esto han contribuido
dos hechos: por un lado, el auge y perfeccionamiento de las
técnicas de diagndstico microbiolégico por PCR que permiten
detectar en el ambiente la presencia de agentes infecciosos
patdgenos para animales de laboratorio; y por el otro, el uso cada
vez mas extendido del alojamiento de los animales en estanterias
con jaulas ventiladas individualmente (Compton et al, 2004;
Jensenetal,2013).
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El control de superficies se considera un métado eficaz para la
validacion de métodos de limpieza y desinfeccion. Las superficies
planas se monitorizan con placas de contacto. Para superficies no
planas o de dificil acceso se utiliza el muestreo con hisopo,
aunque es muy cuestionado. También se puede utilizar el test de
proteina residual de superficies - ATP (Parker et al., 2003; Williams
etal.,, 2005; Brielmeier etal.,, 2006).

En relacién con el control de aguas se considera que los
valores de potabilidad del agua para humano (RD 140/2003) son
suficientes para el consumo de animales inmunocompetentes, ya
que por lo general su consumo no produce ninguna alteracion en
este tipo de animales. Para animales inmunodeprimidos, vy
debido a su mayor susceptibilidad, estos valores deberan ser mas
exigentes (Bozik etal., 1995).

Antecedentes

SECAL promovi6 la realizacion de una encuesta entre sus
socios para conocer la situacién actual a nivel nacional con
relacién a los controles ambientales realizados en los diferentes
centros. Las preguntas de dicha encuesta se muestran en la
siguiente tabla:

Tipo de animalario

iRealiza controles microbiolégicos?

La recogida, analisis y resultados

Ll B

En caso afirmativo

a) Tipos de muestras

b) Método de muestreo
¢} Puntosde mue streo
d
e} Parametros estudiados

f=]

Frecuencia

f) Limites aceptados

g
h

—_—

Legislacién

Actuacion en caso valores fuera de limites

=

Imagen suministrada por la autoria
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Se recibieron 22 encuestas de diferentes centros. Un 74%

realiza controles microbiologicos. De ellos, el 61% realiza control
de superficies, el 52% control ambiental y el 57% control del agua
(ver Figura 1). Unicamente el 30% realiza todos los controles.

Superficies Ambiental

Porcentaje
8

Controles microbiologicos

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Tipos de controles microbioldgicos que realizan los diferentes
centros encuestados.

En relacion al control ambiental, la toma de muestras se
realiza con los equipos en funcionamiento en el 91% de los
animalarios. La impactacion se utiliza un 70%, la sedimentacion
un 20% y las dos técnicas un 10% (ver Figura 2). La principal zona
de muestreo son las salas (85%) frente a la salida de aire (14%; ver
Figura 3). Se analizan aerobios mesdfilos y hongos filamentosos
en el 100% y 78% de los casos, respectivamente (ver Figura 4). En
casila mitad, 45%, la frecuencia de muestreo es trimestral.

I -,-_

di tacion Ambas Técnicas

-

Porcentaje
-=2Beg&283888

Técnicas de control ambiental

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Técnicas de control ambiental utilizadas en los diferentes
centros encuestados.
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Paorcentaje
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Figura 3.- Lugares de muestreo del control ambiental que realizan los
diferentes centros encuestados.
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Figura 4.- Agentes analizados en el control ambiental que realizan los
diferentes centros encuestados.

Parael control de superficies, el 100% utiliza placas Rodacy un
21% utiliza también hisopos o escobillones (ver Figura 5).
Ninguno utiliza solo escobillones. La mayoria de los controles
incluyen paredes, pero en el 61% de los centros, se incluyen al
menos dos localizaciones distintas. Las jaulas se muestrean en el
50%de los casos, las paredes en el 78%y las cabinas en el 50% (ver
Figura 6). Tanto los aerobios meséfilos como los hongos
filamentosos se analizan en el 85% de los casos, y con una
frecuencia trimestralen el 43% de los animalarios (ver Figura 7).
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Figura 5.- Toma de muestra del control de superficies que realizan los
diferentes centros encuestados.
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Figura 6.- Lugares de muestreo del control de superficies que realizan los
diferentes centros encuestados.
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Figura 7.- Agentes analizados en el control de superficies que realizan los
diferentes centros encuestados.

Con respecto al analisis del agua, todos los encuestados
basan sus perfiles y criterios en el Real Decreto 140/2003 de aguas
de consumo o hacen un control de esterilidad tras el autoclavado.
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Importancia delos controles

Hoy en dia, en la practica de la experimentacion animal, nadie
aceptaria un experimento en el que los animales no tengan un
estatus microbioldgico establecido. Esta premisa no esta tan clara
en cuanto al control del ambiente en el que estos animales se
estabulan. Llama mucho la atencién conceptos comao animalario
con barrera, de alta sequridad o convencional (CNV), sin saber
exactamente qué condiciones microbioldgicas cumplen.

Actualmente, la inversién en animales SPF o en animalarios
con costosas medidas de barrera estd en el orden del dia. Sin
embargo, no hay un trabajo estructurado en intentar controlar la
eficacia de estas medidas para mantener un nivel microbiolégico
ambiental adecuado, o incluso para establecer qué tipo de nivel
microbiolégico ambiental seria necesario segin el tipo de
instalacion, porqué, y qué tipo de medidas se tienen que tomar
paramantener estas calidades.

;Valoramos la utilidad de los desinfectantes de superficie?,
jsabemos si creamos microorganismos resistentes? ;Como
controlamos el correcto seguimiento de la higiene del personal
gue entra en nuestras instalaciones? ;Monitorizamos la utilidad y
eficacia de los filtros HEPA en las unidades SPF o donde las
tengamos?

OBIJETIVO

Recoger en un documento las recomendaciones sobre como
tomar las muestras, con qué frecuencia y los limites aceptables en
funcién del tipo de instalacion para control microbioldgico de
ambientes, superficies y aguas en animalarios. Se incluirdn las
actuaciones a seguir en caso de valores fuera de limites
aceptables.

Por lo tanto, este documento unificaria los diferentes criterios
gue actualmente se utilizan, con el consiguiente beneficio tanto
para el personal del animalario como para la calidad de los
estudios con animales, protegiendo su bienestar, y posiblemente
en algunos casos, un ahorro econdmico (por la frecuencia a
realizarlos).

Al mismo tiempo, y en funcion de los resultados historicos
que obtenga cada centro que aplique las recomendaciones aqui
descritas, se considera que los protocolos de limpieza, sistema de
climatizacion y pautas de acceso del personal a las diferentes
areas de un animalario son correctos.
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GESTION DE MUESTRAS
Superficies

Es recomendable el uso de placas Rodac (Replicate Organisms
Direct Agar Contact) con el medio de cultivo seleccionado
previamente en relacion al objeto de estudio, siendo los
laminocultivos una alternativa vélida que permite la combinacion
de dos cultivos sobre una superficie conocida.

Como método complementario o para zonas de especial
interés pero dificil acceso, se podran usar hisopos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.- A) Placa Rodac. B) Placa de laminocultivo de 10em’, C) Hisopos
estériles con medio de transporte.

A) Placas Rodac de contacto

Se cogera la placa retirando la tapa y se presionara
ligeramente contra la superficie, comprobando que la superficie
del medio de cultivo haga contacto uniformemente con la
superficie atomar lamuestra, sin rebasarla misma.

1. La placa deberd permanecer abierta el tiempo
imprescindible y se vigilard de no tocar el interior de la
misma con los dedos (es aconsejable utilizar siempre
guantes estériles).

2. Una vez tomada la muestra, depositarla, por ejemplo, en
un carrodetransporte boca abajo.

B) Hisopos o escobillones con medio de transporte (medio

Stuart, Amies u otros similares)

Se abre el hisopo y se frota en la superficie (si se puede,
definida previamente con una plantilla del tamafio de una placa
Rodac). Para obtener mayor recuperacion, puede sumergirse
previamente en suero fisiolagico estéril (agua de peptona estéril
o similar). Se introduce en el tubo con medio de transporte, se
rotulay se envia al laboratorio para su procesado.
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Muestras aéreas

Existen varias técnicas de muestreo ambiental, aunque la
aspiracion o impactacién es la técnica mas usada por su
versatilidad y reproductibilidad. Otra técnica muy utilizada es la
sedimentacion ya que es mas sencilla y permite la recogida de
muestras de forma pasiva.

A) Muestreo automdtico

Existen varios equipos basados en el método de impactacion
(Recolector de Andersen, Recolector RCS, Muestreador SAS y
otros similares, ver Figura 9). Estos equipos realizan la aspiracion
automdtica de un volumen de aire conocido que hacen impactar
sobre placas o tiras con el medio de cultivo especifico para los
microorganismos a investigar.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 9.- A) Recalector RCS (Reuter centrifugal system). B) Muestreador
SAS (Surface airsystem).

Esrecomendable realizar la desinfeccion del cabezal extraible
del equipo de aspiracion. Generalmente este cabezal es
autoclavable y se puede desinfectar con alcohol entre cada toma
demuestra.

1. Alojar en el interior del muestreador de aire la placa o tiras
con el medio de cultivo. Normalmente, estos equipos
disponen de grapas para sujetar la placa, pudiendo
graduarse el diametro de la placa a colocar mediante un
tornilloen una de las grapas.

2. Oprimir el pulsador para su puesta en marcha. Estos
equipos tienen la posibilidad de poder graduar las
fracciones de tiempo que puede permanecer en marcha
(tomandola muestra deaire).

3. Laalturadel muestreador debe ser superior a la cabeza del
técnico que realizarala toma de muestra.
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4, La puerta de la zona donde se realiza debe permanecer
cerrada durante el proceso.

5. Tomar la muestra en difusor o rejilla de impulsion del aire
acondicionado y/o en el centro de la habitacién para
valorar el sistemadeairey el estado de higiene de la sala.

6. Terminada la aspiracion, se coge la placa tapandola
nuevamente. Es importante que la placa permanezca
descubierta el menor tiempo posible y se vigile su
manipulacién para notocarelinterior de la misma.

B) Sedimentacidn en placas de Petri (toma de muestras pasiva)

Este sistema permite el muestreo de forma pasiva en
pequenos espacios (una jaula ventilada) y en procesos en los que
queramos monitorizar el desarrollo de una actividad (en una
cabina de cambio o seguridad bioldgica).

Utilizar placas de Petri de 90mm con el medio de cultivo
adecuado a los microorganismos a investigar. Abrir las placas de
Petri y colocar sobre una superficie que permita mantenerla en
estas condiciones durante4 horasy a 1 metrode altura.

Debera de tomarse siempre en el mismo sitio de la sala, para
poder comparar los resultados de distintos dias.

Muestras deagua

La metodologia de recogida debe adaptarse al tipo de agua a
controlar. En cualquier caso, la toma de muestra de agua debe
realizarse en recipientes estériles y siempre utilizando guantes
estériles para evitar la contaminacion.

Para el analisis microbiologico, si es posible esterilizar el grifo
o punto terminal de la instalacion en el caso de instalaciones de
bebida automatizada con alcohol y dejar secar. En algunos casos
es posible flamear el alcohol.

Abrir el grifo y dejar correr el agua durante unos 2 o 3 minutos,
para evitar recoger agua estancada en la cafieria (en funcion de la
instalacion).

Con el grifo abierto, se desenroscara el tapdn de la botella, se
colocara la botella debajo del grifo tomando como minimo unos
500 ml, y a continuacién se cerrard la botella. Al igual que con las
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placas, es importante que permanezca abierta el menor tiempo
posible.

Para el control de agua autoclavada se debera recoger un
minimo de 500 ml bajo cabina en un recipiente estéril. Se debera
recoger la muestra del agua en su plazo mas largo de
conservacion antes de ser utilizada; complementariamente, se
podra muestrear en diferentes pasos del proceso para controlarla
eficacia del mismo.

Para las instalaciones de bebida automatizada, se podran
realizar de igual forma muestreos selectivos para el control de los
diferentes sistemas o equipos que puedan conformar la
instalacion.

En cualquier caso, en funcién del objetivo buscado se debera
escoger la muestra que se desee, considerdndose el peor de los
escenarios posibles el agua embotellada al retirarla de los
animales.

Enviar para su analisis. Conservar en refrigeracion un maximo
de 24 horas.

Para el andlisis microbiologico del agua es recomendable
neutralizar el desinfectante (20 mg. de tiosulfato de sodio por litro
deagua).

Métodos complementarios

Existen otras técnicas de control microbiolégico de
ambientes y superficies que se pueden usar como métodos
complementarios a los ya descritos, si bien su utilidad esta

limitada aaplicaciones concretas:

A) Testde proteinaresidual (ATP)

Con la aplicacién de las técnicas de bioluminiscencia, para la
deteccién de Adenosin Trifosfato (ATP) presente en todos los
seres vivos sobre las superficies, se puede validar y verificar la
eficacia de los procesos de limpieza y eliminacién de materia
organica. Los procesos de desinfeccion quedan fuera del control
deestetest.

B) Deteccién de patégenos por PCR

Permite la monitorizacion cualitativa de los patégenos
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ambientales o de superficie mediante el muestreo con hisopos
sobre los conductos o filtros de extraccion. Esta técnica puede
resultar muy Gtil como complemento de la monitorizacion
sanitaria de los animales, aunque es demasiado pronto para
valorar debido a su reciente desarrollo.

Consideracionesimportantes

Se debe disponer de una hoja de trabajo en la que estén
incluidos todos los posibles sitios susceptibles de muestreos. Se
tenderd a escoger los puntos de muestreo en funcién del riesgo
de contaminacion, normalmente los puntos identificados con
masriesgo.

Debe de tenerse en cuenta que para hacer un muestreo
significativo sobre un drea se recomienda coger al menos 5 placas
por superficie. Es decir, si por ejemplo queremaos verificar el suelo
de una sala de alojamiento de animales, deberemos de tomar
cincomuestras del suelo de diferentes lugares aleatoriamente.

Identificar las placas, numerando en un margen de la base
con un nimero en pequeno (nunca en la tapa) conforme a la
numeracion existente en la hoja de trabajo.

Para los casos de las muestras ambientales (aires y/o
sedimentacion) como las de contacto, debera haber trascurrido al
menos 12 horas desde la uUltima actuacién de saneamiento del
drea a muestrear, con objeto de evitar los efectos de los
detergentes y desinfectantes residuales.

En el caso del agua, identificar el recipiente con la muestra,
indicar la fecha de la toma de muestra y si corresponden a
diferentes sitios, indicar los mismos.

Identificar en la hoja de trabajo los niumeros de muestras que
setoman, indicando lafechayfirma del técnico que larealiza.

CONCLUSIONES /RECOMENDACIONES

De todos los datos obtenidos mediante revisién bibliografica
y de las encuestas en los centros en Espanfa se han constatado las
diferencias habidas en criterios de valoracion, en las frecuencias
de monitorizacion y control ambiental, asi como en los métodos
de toma de muestras microbioldgicas de ambientes, superficies y
aguasen animalarios.
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Por todo ello, los miembros de este Grupo de Trabajo hacen
una propuesta en la que se establecen unas recomendaciones
especificas para centros de alojamiento de animales de
experimentacion, teniendo en cuenta lo mencionado en el
parrafo anterior.

Ambientes y superficies
Puntos de control

Para realizar una correcta interpretacion de la calidad
microbiolégica del ambiente de un centro de alojamiento de
animales de experimentacion, se deberan chequear las
superficies y ambientes que estan en contacto con los animales.

En un animalario CNV, se deberia chequear preferentemente
elsueloyelairedelasala.

En un animalario SPF, daremos prioridad al chequeo del aire
de entrada, suelo, paredes y techos. En este tipo de instalaciones,
los racks ventilados (si se dispone de ellos) pueden ser otro punto
interesante de control ambiental utilizando un hisopo.

En un animalaric NCB3 (Nivel de Contencién Biolégica 3),
deberemos anadir ademés de los indicados en el SPF, la superficie
donde trabajemos con los animales (por ej., cabinas de
seguridad), asi como por criterios de contencién (por los
patégenos con que se estén trabajando) el drea de salida del
animalario (vestuario).

Siempre se deberan seleccionar muestras que representen la
totalidad de la instalacion, pero priorizando los focos de mayor
contacto de los animales.

Es importante que se realice una seleccion de los puntos
criticos y que éstos queden reflejados y referenciados para
realizar el chequeo en los mismos puntos, en las mismas
condiciones de funcionamiento de la instalacidn, el mismo diade
la semana, por la misma persona y cualquier otra variable que se
pueda prever.

Recomendamos realizar el muestreo en funcionamiento
normal de lainstalacion.

Independientemente del tipo de animalario, debemos
también controlar todo el entorno inmediato a los animales; es
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decir, cubetas, rejas, biberones y cualquiera con los que los
animales puedan tener un contacto directo.

En estos casos, las muestras se tomaran después del proceso
de autoclavado, desinfeccion o saneamiento del material, y
previo al uso por parte delos animales.

Parametros estudiados

Por consenso y en relacién a otros sectores con mayor
tradicién en la monitorizacion microbiologica, los parametros
principales a monitorizar para ambientes y superficies seran los
aerobios mesofilos y los hongos filamentosos.

Periodicidad

En funcién del objetive, recomendamos la siguiente
periodicidad de control ambiental:

Antes de la apertura de una nueva instalacion de alojamiento
de animales se recomienda realizar una validacion del sistema de
climatizacion y de los procesos de limpieza y desinfeccion. Este
proceso debe incluir un control de ambientes y superficies tras los
procesos de limpieza y desinfeccion inicial. El personal debera de
acceder a las diferentes salas como si ya hubiera animales
alojados. Con ello, también se comprobara la eficacia sobre los
accesos en elanimalario.

Posteriormente, los controles ambientales se realizaran
mensualmente durante al menos 6 meses. Si se obtienen
resultados inferiores a los limites recomendados, se considerara
suficiente la frecuencia trimestral.

No obstante, deben tenerse en cuenta los factores de riesgo
para establecer la periodicidad. En un mismo animalario podria
haber distintas periodicidades dependiendo de los riesgos de las
zonas, tipo de investigacion que se lleva a cabo (uso de agentes
infecciosos, etc), especies utilizadas, numero de personas
accediendo al drea, cambio de procedimientos de limpieza,
introduccion de nuevo personal uotros que pudieran afectar.

Valores recomendados en funcién del tipo de instalacién
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Limites recomendados de contaminacion microbiana

(*} Aplicable cuando es una desinfeccion; en caso de autoclavado, aplica como si fuera un NCB3 o SPF.
Imagen suministrada por la autoria

Limites recomendados de hongos filamentosos
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Imagen suministrada por la autoria

Accion correctora

Si se obtienen resultados superiores a los limites
recomendados, se establecerdn acciones correctoras y se
revisaran los procedimientos de limpieza y desinfeccidn,
aplicaciones, actuaciones especificas del personal, sistema de
climatizacion (filtros) y cualquier otro susceptible de revision. Se
deberian repetir los controles después de llevar a cabo acciones
correctoras, para verificar su eficacia.

Dentro de las posibles acciones correctoras, debe
considerase - en caso de valores superiores a los normales en los
suelos, paredes o techos - la idoneidad del desinfectante
utilizado, y si tenemos contemplado en nuestras rutinas de
limpiezaydesinfecciénla alternancia de desinfectantes.

En los casos en que tengamos pautas de higiene/
desinfeccién ya verificadas como correctas, es posible que por
algun motivo puntual se obtengan limites superiores a los
recomendados. En estas ocasiones podemos realizar una
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nebulizacién (en ausencia de personal y animales) y repetir los
controles, para verificar su eficacia.

En el caso del aire, verificar la desinfeccion justo donde esta la
impulsién de entrada a la sala y posteriormente, si contintan los
problemas, verificar el estado de los filtros asi como la
estanqueidad de los mismos.

También se requiere un control sobre el personal que accede
alanimalario y en qué condiciones. Independientemente del tipo
de animalario (CNV, SPF o NCB3), deberia de accederse con
calzado propio de la instalacién, protegido con cubrezapatos,
ropa especifica y siempre guantes para la manipulacion de los
animales o los diferentes equipos.

Después de una accion correctora, siempre se verificara que
haya sido efectiva y se hayan alcanzado los valores
recomendables.

Agua

El origen del agua de bebida de los animales es muy distinto
(agua de red, agua mineral embotellada, agua autoclavada, agua
de osmosis inversa con paso por sistema de luz ultravioleta, u
otros).

Sibien los sistemas de desinfeccion o esterilizacion utilizados
pueden ser distintos, deben asegurar una calidad microbiolégica
aceptable paralos animales.

Punto de control

El punto de control estaréd en funcion del sistema: automatico,
botellatipo biberén u otro.

Se tomara una muestra del punto de salida de agua durante
su uso habitual. En el caso de biberdn, tras el periodo mas largo de
almacenamiento en el centro.

Parametros estudiados

En base a lo establecido en el Real Decreto 140/2003 que
establece los criterios de calidad para aguas de consumo
humano, se recomienda verificar los siguientes parametros en el
agua de bebida de los animales de experimentacion: aerobios
mesofilos a 22°C, aerobios mesdfilos a 37°C, Coliformes totales,
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Escherichia coli, Enterococo, Clostridium perfringens y
Pseudomonas aeruginosa.

Es de especial importancia el control del agua en animales
inmunodeprimidos.

Periodicidad

En animales estabulados durante mucho tiempo,
recomendamos una periodicidad de anélisis semestral, en caso
de animales inmunodeprimidos y para el resto de animales
trimestral.

En cualquier caso, deberia hacerse una analitica de agua

como minimo anualmente.

Valores recomendados

Limites recomendados en control de agua

Imagen suministrada por la autoria

Accion correctora

Si los valores obtenidos superan los valores recomendados,
deberan de tomarse acciones correctoras.

En el caso de agua de red, proceder a la desinfeccion del
punto desde donde se toma el agua para el llenado de biberones.
En algunos casos es posible, segtin la construccién del ramal de
agua, proceder a unadesinfeccion de la tuberia.
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Si hay una desviacion de valores después de un autoclavado,
verificar el proceso de esterilizacion del autoclave y el de
conservacion o almacenamiento del agua autoclavada (en cada
autoclavado se debe incluir al menos un control, para comprobar
gueel ciclo de autoclavado hayasido correcto).

En el caso de circuitos de agua de osmosis inversa con luz
ultravioleta incorporado, proceder a una limpieza del mismo
{incluyendo los filtros). El tubo de luz ultravioleta debe de tener
un contador de uso de horas en marcha, ya que éstos pierden
eficacia aunque sigan funcionando (proceder al cambio segun
recomendacion del fabricante).

Siempre después de una accion correctora se verificara que
ésta haya sido efectiva y que se hayan alcanzado los valores
recomendables.
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Técnicas

Evaluacion de diferentes fuentes de calor para dilatar
las venas de la cola en muestreos de sangre en raton

M. Jiménez', V. Solis', C. Mufioz ', J. Sparrowe ', J. Sdnchez ', I. Camino’, R. Garcia' y A. Martinez’
' Laboratory Animal Science y* Preliminary Safety. Diseases of the Developing World

Tres Cantos Medicines Development Campus. Tres Cantos, Madrid.

INTRODUCCION

En las etapas tempranas del proceso de descubrimiento de
nuevos medicamentos es necesario evaluar las propiedades
biolégicas de un gran nimero de compuestos, lo que requiere,
entre otros, estudios de farmacocinética (PK). La especie de
eleccién para estos estudios suele ser el raton, tanto por razones
practicas como cientificas. Con el fin de caracterizar el perfil
farmacocinético del compuesto de estudio, se determina la
concentracién del mismo a lo largo del tiempo. Para ello, tras la
administracion del compuesto se obtienen muestras de sangre a
diferentes tiempos, a partir de las venas laterales de la cola del
ratén. Para facilitar la toma de muestras repetidas es necesario
dilatar los vasos. Esto se puede conseguir mediante el uso de calor.

El objetivo de este estudio era evaluar diferentes fuentes de
calor disponibles para favorecer la dilatacion de las venas de los
ratones para muestreos seriados de PK, y utilizar el sistema que
obtuviera mejores resultados para nuestros estudios. La
evaluacion se realizo con respecto a: 1) la efectividad del método
de calentamiento y 2) el bienestaranimal.

METODOS
Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 hembra de 18-20 g a la llegada
(Harlan Laboratories Models). Se alojaron en jaulas de tipo lll, con
viruta de médula de maiz (Souralit} y unigli rojo (Datesand) como
enriquecimiento ambiental. Se les suministré comida (Harlan
Tecklad 2914) y agua (ultrafiltrada) ad libitum. El ciclo de luz
oscuridad fuede 12:12 conlas luces encendidasalas 8 h.

Todos los experimentos fueron aprobados por el Comité ético
del centro y cumplen con el RD 53/2013 y la Politica corporativa
“Cuidado y Trato Etico a los animales por GSK”
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Disefo del estudio

Atiempo cero, se administro a los ratones suero salino por via
oral (10 ml/kg) para simular la administraciéon de compuesto.
Luego se muestrearon 20 ul de sangre de las venasdelacolaalos
20, 40 y 60 minutos, tras calentarlas durante 10 minutos antes de
cada muestreo (ver Tabla 1 y Figuras 1 y 2). La temperatura del
termostato necesaria para cada uno de los sistemas se evaluo
previamente para asegurar que la temperatura real para los
animales fuera similar en los tres. En cada muestreo, el operador
evalud de forma ciegala facilidad del muestreo (verTabla 2, punto
1).Tras el tltimo muestreo, se peso a los ratones y se procedié a su
eutanasia con CO, para tomar una muestra final de sangre total
por puncion cardiaca. La sangre se analizd para hemograma,
bioquimica y corticosterona. Para controlar el efecto del ritmo
circadiano y del ciclo estral en los niveles de corticosterona, todas
las muestras se tomaron entre las 11 y las 13 h (Dalm et al., 2005;
Otsuka et al, 2012) y se hicieron frotis vaginales (Girard and
Garland, 2002).

Grupo n Fuente de calor
Armario 9 Armario calefactor a 35°C (ScanburBK).
Calefactor (AC)
T ! Armario calefactor de peguerfio tamafic a 33°C
Mini-Thermacage 9 j
(MT) (Mini-thermacage, Datesand).
Lampara 9 Lampara de infrarrojos de fisioterapia (bombilla de
Infrarrojos (LI) 250 W), stuada a 60 cm de distancia desde el
punto mas bajo de la bombilla hasta |a superficie
de la viruta.
Control Basal 6 Sin manipular.
(CB)
Control 6 Se dosificd suero salino y se manipuld, pero no se
Procedimiento calentd.
(CP)

Tabla 1.- Grupos experimentales.
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Imagenes suministrada por la autoria

Figura 1.- Fuentes de calor para dilatar las venas de la cola del raton. A)
Mini-thermacage: la fuente de calor se sitia sobre la cubeta y hace entrar
aire caliente a la temperatura fijada por el operador; los animales se
colocan en compartimentos por grupos experimentales. B) LAmpara de
infrarrojos. C) Armario calefactor.

Imagenes suministrada por la autoria

Figura 2.- A) Cepo utilizado para inmovilizar al raton. B) Técnica para la
toma de muestras.

Estadistica

En las gréficas y tablas se muestran medias y desviaciones
estandar; los grupos con letras diferentes muestran diferencias
significativas entre ellos.

El valor significativo para p se considera <0.05, excepto para
los valores bioquimicos y del hemograma que, al ser
comparaciones multiples, se considera significativo p<0.0102 y
p<0.003852 respectivamente, de acuerdo a la Guia Estadistica de
GraphPad (Motulski, 2003).

Resultados

Evaluacion del operadory deltiempo de muestreo (ver Figura3)
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1. Evaluacién operador / tie de muestreo

a) Nimero de pinchazos necesarios para oblener una muestra de sangre de 20 pl.

b) Esfuerzo necesario para que salga todo el volumen de muestra:
0, la gota sale sola; 1, es necesario masajear la cola una vez, 2, es necesario
masajear la cola varias veces para obtener la muestra; 3, no sangra.

c) Tiempo que se tanda en obtener la muestra desde el primer pinchazo hasta que se
obtiene el volumen completo.

2. Bioguimica

Glucosa (GLU), creatin-kinasa (CK), to aminotranserasa (AST), alanina
aminotransferasa (ALT) y lactato deshidrogenasa (LDH) como indicadores de estrés
agudo (Sanchez et al. 2002).

3. Hemograma
Leucocitos (Leu), eritrocitos (Ery), hemoglobina (Hb) hematocrito (Hct), volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM), concentracion de
hemoglobina celular media (CHCM), ampﬂtud de distribucion eritrocitaria  (ADE),
plaguetas (Pt} volumen plaquetario medio (VPM), neutrdfilos (Ne), linfocitos (Li)
monocitos (Mo), eosindfilos (Eo) y basdfilos (Bas).

4. Corticosterona

5. Peso corporal
Diferencia entre el peso antes de la administracion y tras el Gltimo muestreo.

Tabla 2.- Parametros evaluados en el estudio.

El nimero de punciones de la aguja necesarias para obtener
la muestra fue menor para el grupo LI, aunque esta diferencia no
fuesignificativa (two-way ANOVA; p>0.05).

En el esfuerzo necesario para obtener la muestra influyeron
significativamente el tiempo de muestreo, la fuente de calor y los
ratones individuales (two-way ANOVA; p=0.0133, p=0.0327 y
p=0.0024, respectivamente). El esfuerzo necesario para obtener
la muestra fue significativamente menor en el grupo LI en
comparacion con el grupo AC (two-way ANOVA, Tukey's multiple
comparisons test; p<0.05).

El tiempo necesario para obtener la muestra fue menor para
el grupo LI (15.37 segundos frente a 24.52 y 21.04 segundos para
el grupo AC y el grupo MT, respectivamente), aunque esta
diferencia no fue significativa (two-way ANOVA; p>0.05).

El MT fue el mas comodo de usar, ya que los animales se
pudieron separar en grupos en cada uno de los compartimentos,
de manera que el acceso a los mismos fue mas sencillo y rapido.

En el AC, los animales se tuvieron que mantener en sus jaulas,
porloqueel acceso alos animales fue mas laborioso.

En la LI, animales de diferentes grupos se calentaron en una
misma cubeta sin tapa. Para evitar problemas de sobre-
calentamiento de los animales, se recomienda que la lampara
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lleve un temporizador, se mantenga a la distancia establecida de Efecto en los animales (ver Figura4 yTabla 3)
lajaula y que siempre haya alguien en la habitacion mientras esté
encendida. Los niveles de corticosterona fueron significativamente
diferentes entre los grupos (ANOVA, Tukey's Multiple
A o Comparisons Test; p<0.0001). El grupo LI es el que mostré niveles
mas altos de corticosterona, siendo significativamente mas
- elevados que en los grupos AC y MT. El ciclo estral no afecté a los
g niveles de corticosterona, que fueron similares a los obtenidos
gu ' por Benedetti et al. (2011) tras la manipulacion y administracion
g ol dediferentes sustancias.
E
- - Todos los grupos perdieron peso, entre 1.1 y 3.05% del peso

inicial, y de forma significativa con respecto al grupo CB (ANOVA,
Dunnet's Multiple ComparisonsTest; p<0.0002).

0.0
20 minutos A0 minutos 60 minutas

10 En los parametros bioquimicos se observé una elevacion de
B los niveles de CK, LDH, AST, ALT y GLU para todos los grupos
muestreados en comparacién con el grupo CB. Esta elevacion fue
unicamente significativa para los niveles de glucosa en los
animales del grupo CP en comparacion con los grupos AC y CB
(Kruskall-Wallis; p<0.01).

o
2

Puntuacién esfuerzo
= =
;v 1]

En los parametros del hemograma se encontraron
diferencias significativas entre los grupos en los valores de Leu,
Hb, Hct y HCM (Kruskall-Wallis; p<0.002). Estas diferencias fueron
causadas probablemente al efecto tanto del calentamiento como
del muestreo, ya que en algunos casos los grupos CB y CP no
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L E
20 minutes 40 minutos G0 minutos

C - mostraron diferenciasy en otrossi.

Tiempo (s)
8
£-3

8

Coricosterona (ugldL)

20 minutos 40 minutos 60 minutes

Em Armario calefactor EE Mini-thermacage B Lampara infrarrojos

Imagenes suministrada por la autoria Imagenes suministrada por la autoria
Figura 3.- Valoracion del muestreo por parte del operador. A) Numero de Figura 4.- A) Niveles de corticosterona (ug/dl) tras el ltimo muestreo. B)
punciones de la aguja necesarias para obtener la muestra. B) Puntuacion Pérdida de peso (g) de losanimales porgrupo.

del esfuerzo necesario para obtener la muestra; los grupos con letras
diferentes presentan diferencias significativas en la puntuacion. C)
Tiempo necesario para obtener la muestra.
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" BICQUIMICA TK LoP AST ALT GLU
UL pun.! {IUIL) WIL
Armario 114 1539, ¥
Calefactor (359,1) (579,7) (1022} (271} (20,3F
Mini thermacage 9422 15936 2584 1019 2417
(362,8) (569,4) (93,0) 814)  (240)
Lampara B64.6 13536 2449 829 2350
infrarrojos {466,7) {6511} {1037} (37,1} {24.6)“
Control basal 6305 9009 2000 702 2220
{491,1) (292,6) (1249)  (439) (177F
Control 10842 16172 2253 76,3 2760
Procedimiento {634,1) (458,00 (71.3) {21.8) {3’1,5)h
Teu Ery Hb Het vCM _ HCM
10° 10 £l
Armario 6,50 414 15,18 46,57 51,11 16,64
Calefactor {1,658) {0,39) (0,62 {1,837 (1621 (048
Mini thermacage 5,40 943 15,44 4751 50,00 16,37
(141) (039 (065F (212" (087) (024)
Lampara 5,92 946 15,42 4750 50,22 16,31
infrarrojos (132 (031 (0537 (176° (044) (018)
Control basal 7,63 970 17,01 5208 43,0?: 17,65
(1117 073y (059F  (141F (115F (1,82)
Control 3,97 9,54 1563 4820 5067 16,38
Procedimiente  (1.26F  (028)  (050)  (1.54) (1.63F (044)
HEMATOLOGIA _ CHCM __ ADE PLT VPM___ NE ]
{atdi) (%) {10°%1) () (%) (%)
Armario 32,61 13,7 702,11 591 277 9562
Calefactor {0,45) {0,75) {159,57) {0/58) (087) (193)
Mini thermacage 32 48 12,38 T3T 89 579 393 93,60
{0.17) {4,08) {136,25) {0,38) (225) (372)
Lampara 3252 1406 750,56 578 460 92,58
infrarrojos (026) (157) (137,070 {014) (343) (574)
Conirol basal 32,66 1476 822,00 577 487 9124
(0,64) {1,55} (75,80} {017} (367) (643)

Tabla 3. Valores del analisis

a 264 0,17 01 e
S banehia 215 (025 {3;03} bioquimico y del hemo-
i ‘ grama. Se muestra la media
Control basal 3,60 0,24 0,04 y (desviacion estandar). Los
EZan! dlen WG grupos con letras diferentes
Control 312 042 0,02 muestran diferencias
_Procedimiento  (172)  (083) {(004)  significativasentreellos.
CONCLUSIONES

Se observa que el calentamiento y muestreo de los ratones en
farmacocinéticas seriadas es un procedimiento moderadamente
estresante, como muestra la pérdida de peso, la elevacion de la
corticosteronay la alteracion de algunos parametros bioquimicos
y del hemograma. El calentamiento previo es necesario para
obtener una muestra de suficiente calidad y volumen, y evitarlo
no reduce los niveles de estrés en los animales, como se observa
en el grupo Control Procedimiento.
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La Lampara de infrarrojos es la fuente de calor mas efectiva,
pero también la que produce una mayor elevacién de la
corticosterona. No se observan diferencias relevantes entre el
Armario Calefactor y el Mini thermacage en relacion con el
bienestaranimal.

Por tanto, se recomienda el uso del Armario Calefactor y el
Mini thermacage, con preferencia por este Ultimo por su
facilidad de uso. También se recomienda limitar el uso de la
Lampara de infrarrojos a los casos en los que, por las
caracteristicas concretas de los animales (p. €]., bajo peso) o del
ensayo (p. ej., un farmaco vasoconstrictor), sea necesario un
calentamiento mas eficiente.

Es necesario realizar este estudio con otras cepas, para
contrastar el efecto, entre otros, de una capa albina en vez de
pigmentada.
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Hoy, para cenar, salmon. jIransgénico, por supuesto!

Lluis Montoliu
Investigador Cientifico del CSIC y del CIBERER-ISCIII,
Centro Nacional de Biotecnologia, Madrid

El 19de noviembre de 2015 deberd inscribirse con letras doradas
en la corta pero intensa historia de la biotecnologia animal. Ese dia,

la FDA (Food and Drug Administration) norteamericana acordo
finalmente aprobar la comercializacion de AquAdvantage®, el
salmon transgénico producido por la empresa AguaBounty
Technologies, parasu consumo. '

El salmén transgénico AquAdvantage fue diseflado y
generado por vez primera en el afo 1989, hace 26 anos, y los
primeros resultados se publicaron en 1992. La empresa
AguaBounty solicité su autorizacion para su comercializacion y
consumo a la FDA por vez primera en 1995, hace 20 afos. El
salmon atlantico (Salmo salar) requiere unos 36 meses, tres anos,
parallegar al tamario comercial. Lainmensa mayoria de salmones
que se consumen en la actualidad provienen de piscifactorias
donde los animales siguen las pautas de crecimiento
estacionales, creciendo fundamentalmente durante los meses
célidos de primavera y verano, siguiendo la expresion endégena
del gendela hormonade crecimiento. La caracteristica diferencial
del salmoén AguAdvantage es que incorpora un transgén gue
expresa el gen de la hormona de crecimiento del salmén Chinook
del Pacifico (Oncorhynchus tshawytscha), bajo el control del
promotor y las zonas reguladoras del gen de la proteina anti-
congelante del pez anguila benténico (Zoarces americanus) que
vive en el Atlantico Norte. Asi pues, en primerlugar, se tratade una
construccion génica enteramente derivada de secuencias de ADN
de peces. En segundo lugar, el transgén permite la expresion del
nuevo gen de la hormona de crecimiento en los meses frios, de
otono e invierno, cuando se activa el gen de la proteina anti-
congelante de forma natural. Gracias a esta innovacion
biotecnoldgica, el salmén AquAdvantage consigue mantener el
crecimiento durante todo el afo. En los meses primaverales y
estivales, debido a su hormona de crecimiento enddgena, y en los
meses otonales e invernales, debido a la hormona de crecimiento
del transgén. El resultado de todo este proceso es que el salmdn
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AquAdvantage crece mucho mas rapido que el salmon natural y
por ello llega al mismo tamafo comercial en unos 18 meses,
apenas un ano y medio, lo que es una caracteristica unica y
biotecnolégicamente aprovechable.

Tras numerosisimas pruebas e investigaciones realizadas, tras
una larga lista de experimentos que la empresa ha tenido que
realizar en respuesta a los sucesivos requerimientos de la FDA,
esta agencia ha concluido que no hay diferencias significativas
entre el salmon AquAdvantage y el salmén atlantico natural de
piscifactoria. No se pueden detectar diferencias significativas
entre ambos salmones, ni de tamafo, ni organolépticas, ni
nutricionales, mas alld de la obvia diferencia genética de la
presencia del transgén en el salmén AgquAdvantage. Tras los
estudios de campo realizados, tampoco se describen
consecuencias significativas para el medic ambiente, ni se
considera toxico de ninguna manera el consumo para personas y
animales de este producto biotecnoldgico animal. Es por lo tanto
un producto seguro para el consumo humano y para el medio
ambiente, tan seguro como puede serlo cualquier otro salmoén
atlantico natural de piscifactoria. Tanto es asi que la FDA no
encuentra motivos que justifiqguen su etiquetado diferencial, que,
segun la legislacién norteamericana, debe estar basado en
diferencias cientificamente constatables. Y, por lo tanto, deja en
manos de la empresa AquaBounty el decidir si quiere etiquetar el
salmén AquAdvantage, o no, voluntariamente, como producto
transgénico, como animal modificado genéticamente.

La empresa biotecnoldogica AquaBounty merece ser
destacada por su persistencia; por la constancia en sus objetivos;
por haberse mantenido a flote en un entorno regulador, social y
politico totalmente desfavorable; por haber conseguido suscitar
las expectativas de los sucesivos grupos de inversores durante
tantos anos (que invirtieron mas de 60 millones de ddlares); y por
no haber cedido a las multiples presiones sociales, politicas y
economicas que ha sufrido durante mas de dos décadas. Tras esta
aprobacion, verdadera punta de lanza, hay muchos otros
desarrollos biotecnologicos animales, congelados y a la espera de
ser aprobados: cabras transgénicas gue producen lisozima en su
leche, que puede usarse para combatir diarreas infantiles en
paises en vias de desarrollo; cerdos transgénicos con carne de
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mayor calidad, con menor contenido graso y con la presencia de
acidos grasos poli-insaturados Omega-3, beneficiosos para la
salud, etc. No solamente en EE.UU,, sino principalmente en paises
asiaticos como China, con muchos de estos animales en
diferentes fases de desarrollo.

La Biotecnologia Animal esta de enhorabuena. En menos de
dos afios podremos encontrar en los supermercados
(estadounidenses) los primeros ejemplares del salmon
AquAdvantage. La empresa AquaBounty, con el permiso recién
conseguido, debera reactivar ahora todo el proceso hasta lograr
producir un méaximo de 100 toneladas anuales (una produccién
todavia muy modesta, comparada con las mas de 230.000
toneladas anuales que las piscifactorias de salmén producen en
EE.UU.). Los huevos de estos salmones son producidos por la
empresa en sus instalaciones de Prince Edward Island, en Canada.
Por seguridad, solamente se producen hembras, hemicigotas
para el transgén, insertado en forma de una sola copia en el
genoma del salmon. Ademds, todas ellas se producen como
organismos triploides, con tres copias de cada cromosoma, en
lugar de las dos habituales, y por lo tanto son estériles. El
crecimiento de los mismos se efectia en Panamd, en unos
tanques acudticos de AquaBounty confinados en el interior del
pals, alejados de la costa y de cualquier rioolago, nuevamente por
medidas de seguridad, adicionales y redundantes.

Lamentablemente, el salmon AquAdvantage no sera
comercializado en Europa, por el momento. Para consumirlo
deberemos viajar a Estados Unidos. En nuestro continente las
presiones sociales y politicas de los grupos ecologistas y diversas
organizaciones medioambientalistas relacionadas han logrado
eficazmente conseguir que todos estos avances y desarrollos
biotecnolégico animales estén prohibidos para su
comercializaciéon y consumo en la Unién Europea, aunque todo
ello sin ningdn fundamento cientifico. Probablemente
necesitemos en Europa otra generacion, otros 26 afios, para
darnos cuenta de nuestro error. De nosotros, investigadores,
biotecndlogos, divulgadores, también depende que este tiempo
pueda reducirse. Mientras tanto el resto del planeta seguira
progresando y en Europa seguiremos asistiendo como meros
espectadores a los avances en biotecnologia animal
desarrollados en otros continentes.
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Usos de animales en experimentacion. Espana 2014

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

En noviembre, se publicc en la pdgina web del MAGRAMA
(Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente) el
“Informe sobre usos de animales en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia en 2014". Tanto la
Directiva 2010/63/UE (1), relativa a la proteccién de los animales
utilizados con fines cientificos, como el Real Decreto 53/2013 (2), por
el gque se establecen las normas bdsicas aplicables para la proteccion
de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia, que traspone la directiva,
establecen la obligatoriedad de la publicacion de los animales
utilizados en los procedimientosy la severidad real de los mismos.

La nueva legislacion introduce diferencias en los datos que
hay que recoger respecto al Real Decreto 1201/2005 (3).
Anteriormente se recogia el nimero de animales mientras que a
partir del ano 2013 se recoge su uso. Por lo tanto, un animal puede
contarse varias veces, tantas como se use en el caso de que haya
reutilizacién. Esta legislacién incluye especies y estadios que no se
contabilizaban en la anterior legislacion, como es el caso de los
cefalépodos y los fetos de mamiferos en el ultimo tercio de
gestacion. Ademas, incluye situaciones nuevas en las que es
necesario tener un procedimiento aprobado y contar todos los
usos de los animales, como es el caso de mantenimiento de lineas
alteradas genéticamente con fenotipo adverso.

Los datos variaban muy poco durante los afios 2009-2013,
pero debido a la nueva legislacion han aparecido cambios en el
informe del 2014 (4). Aunque, por lo que hemos comentado en el
parrafo anterior, es complejo comparar los resultados de otros
anos con los resultados del 2014, algunos de los datos si pueden
darnos pistas de como se estdn implementando aspectos de la
nueva legislacion (verTabla 1 yFigura 1).
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Numero de Numero de
usos animales
2014 2013

TOTAL 808.224 920.458
Ratones 457.267 663.062
Ratas 61.388 104.949
_Cobayas 6.623 12.168
Hamsteres 1.045 1.527
Conejos 23.881 27.841
Perros 765 774
| Primates 489 314
Aves (gallinas + otras) 44.161 32.030
Peces (zebra + otros)?® 190.354 54.748
Grandes animales® 11.795 13.219
Ranas + anfibios. 5.559 8.927
_Cefalépodos 4.800 £
Otros © 97 899
Alterados genéticamente 218.054 =
Con fenotipo patolégico 30.984 F
Mantenimiento lineas ¢ 8.302 -

Imagen suministrada por la autoria

Tabla 1.- Comparacion del ndmero de usos del 2014 y del ndmero de
animales del 2013: a) Pez zebra: 58.793 en 2014, b) Vacas, équidos, cerdos,
ovejasy cabras, ¢) Gatos, hurones, reptiles, otros roedores o mamiferos y d}
Sinuso en otros procedimientos.

2014

2013

Primates Aves Grandes

_Perros
Conejos Peces

Ranas

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Comparacion del nimero de usos del 2014 y del nimero de
animalesdel 2013
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Revisando los datos vemos que el uso total de animales en
2014 (808.224) es algo inferior al nimero total de animales
utilizados en el 2013, aunque en 2014 se cuenten las
reutilizaciones y haya mas usos a contar como hemos descrito
anteriormente (cefalopodos, fetos de vertebrados y
mantenimientode lineas).

El nimero de usos de conejos, perros, y primates en 2014 es
muy similar al nimero de animales utilizados de estas especies
durante el 2013. Las diferencias se observan mas en otras especies
como ratonesy ratas, lo que es normal ya que son las especies mas
utilizadas. En 2014 se observa un aumento en el uso de peces
debido a que varia la forma de contabilizarlos, mientras que en los
informes anteriores (2010-2013) se contabilizaban todos los
peces en el mismo campo, en el informe de 2014 se contabilizan
de forma separada los usos de peces zebra y los usos de otros
peces. A pesar que el numero de peces zebra es similaral del 2013,
la suma de peces zebra y otros peces proporciona un gran
aumento en el nimero de peces. Algo similar pasé en el afio 2010
cuando se contabilizaron 473.683 peces mientras que en el
periodo 2011-2013 cada ano se contabilizaron alrededor de
55.000.

Por lo tanto, si el nimero de peces se hubiera mantenido en la
media y descontaramos del total de usos de animales los otros
peces (135.606), los cefaldpodos (4.800) y los reutilizados (14.552),
que no se contabilizaban en los informes del 2011-2013, el
descenso en el nimero total de animales -respecto al 2013-habria
sidodel 29% (657.363 vs 920.458).

Es posible que este descenso en el uso de animales sea
debido a un mayor uso de técnicas alternativas o bien a un
descenso en la capacidad econémica de los proyectos. Aunque,
también, es posible que sea debido a que al ser datos de una
legislacion que entro en vigor en el 2013 y que requirié un tiempo
hasta su aceptacion por parte de los centros, investigadores y
usuarios, no refleje adn la situacion del uso de animales en
investigacion.

Nadie tiene la respuestay ya se ird viendo cudl es la evaluacion
de los datos a lo largo de los anos. En cualquier caso, dificilmente
se explicaran descensos o aumentos del uso de animales en los
proximos anos si no conocemos los datos de técnicas alternativas
utilizadas, proyectos aprobados y presupuestos de los proyectos.
Podemos correr el riesgo que una defensa de un dato de descenso
de animales de un afo se vuelva en contra en anos venideros
aunque la proporcion de usos de animales no varie.
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Los datos de reutilizacion, mantenimiento de colonias y usos
de animales alterados genéticamente no se pueden comparar
con el 2013 porque no se contabilizaban, pero si se pueden
analizar comparando los totales del 2014 con informes de otros
paises en los que se han recogido los datos de la misma forma que
enEspana.

Un dato que llama la atencion es la reutilizacion de animales.
Aungue la reutilizacion se puede dar en cualquier especie animal
utilizada en experimentacion se da mas en especies como
primates, perros, cerdos, ovejas, cabras, gatos, vacas y caballos.
Sin embargo, si sumamos todos los usos salen menos que esos
14.552 animales que se reutilizan y obviamente muchos de ellos
no se han reutilizado. Durante la primera fase de la
implementacion de la nueva legislacion surgieron dudas sobre el
término reutilizacién, en algunas ocasiones se confundia
reutilizacion con un uso continuado de un animal en varios
procedimientos. Es posible que en algunos casos estos términos
hayan podido provocar dudas.

El nimero de animales alterados genéticamente es de
218.054 y de ellos 30.984 presentan fenotipo patoldgico (ver
Figura 2). Probablemente, la gran mayoria de los animales
alterados genéticamente son ratones y peces zebra, lo que
supone que del total de ratones y peces zebra, el 42.2% son
alterados genéticamente y de ellos, el 14.2% presentan fenotipo
patolégico. Comparandolo con el informe publicado por el Reino
Unido, presenta datos del 42.2% vs 45% para alterados
genéticamente y del 14.2% vs 24% para el fenotipo patoldgico. La
diferencia entre el porcentaje de usos de animales con fenotipo
patolégico puede ser debida a la diferencia de criterio de
valoracién del fenotipo.

187.070

30.984

590.773

B Animales no alterados genéticamente
® Animales alterados genéticamente sin fenotipo patologico
m Animales alterados genéticamente con fenotipo patologico

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Nimero de animales usados segun su genotipo.
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El otro dato que sorprende es el de animales dedicados al
mantenimiento de lineas y no utilizados en otros procedimientos
(8.302). Este es uno de los datos que podia suponer un aumento
con respecto a otros afnos en el numero total de animales y, sin
embargo, supone alrededor del 0.01% del total de los animales
utilizados. Es dificil comparar este dato con los de otros paises
porque en algunos casos las estadisticas consultadas no lo
reflejan (Alemania, Irlanda, Israel, Finlandia y Suiza; 5) y, en otros
casos, como el Reino Unido, el dato que publican es de
mantenimiento y creacion de lineas conjuntamente. El nimero
de usos de animales para creacion y mantenimiento en el Reino
Unido supone el 50% del total de animales. Si de ese dato
quitdramos el numero de animales utilizados para la creacion el
porcentaje bajaria, pero parece evidente que el descenso no seria
hasta el 0.01%. Es probable que en los préximos afios el nimero
de animales utilizados en mantenimiento de lineas se incremente
a medida que se incrementa el numero de proyectos que
incluyen mantenimientodelineas.

Otra de las novedades del informe es la inclusién de la
severidad de los proyectos. Compardndolo con los datos
publicados en el Reino Unido (6,7), los porcentajes son muy
similares (verTabla 2).

Espaiia Reino Unido
TOTAL 808.224 1.925.283
‘Sub umbral * - 9%
Sin recuperacion 12% 7%
Leve 52.6% 51%
‘Moderado 27.3% 25%
[ Severo 7% 8%

Imagen suministrada por la autoria

Tabla 2.- Severidad de los proyectos Espaiia y Reino Unido. * En el Reino
Unido, casos en los que animales asignados a un procedimiento, tras una
evaluacidn retrospectiva, no alcanzaron umbrales de alteraciones del
bienestar.

En Reino Unido, los datos de porcentaje del uso de animales
dependiendo de la severidad de los procedimientos llevan
publicandose desde hace anos. Los porcentajes entre Espafa y
Reino Unido son muy parecidos, lo que permite deducir que las
evaluaciones, respecto a la severidad, en su conjunto, se estan
realizando de forma similar.

Este es el primer informe realizado de acuerdo a la Directiva
2010/63/UE. Probablemente, la experimentacion animal sea uno
de los sectores regulados en los que mas datos se dan de animales
utilizados.
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El informe permite el seguimiento del uso de animales, asi
como comparar los datos con los de otros paises en los que se ha
implementado la directiva. Uno de los objetivos de la misma es la
reduccion del nimero de animales utilizados en los proyectos.
Aunque en los datos del ano 2014 hay un descenso en el uso de
animales, es posible que en los préximos anos sea diferente. La
transparencia es uno de los factores fundamentales en la
comunicacion entre la experimentacion animal y la sociedad. Sin
embargo, la publicacion de los datos sin una explicacion
complementaria puede dar lugar a interpretaciones erréneas y
puede servir como justificacion para exigir restricciones en el uso
deanimales de experimentacion.
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Medicion de particulas en suspension
en alojamientos de roedores: un caso practico

J.A. Moreno'’, M. Collado’, J. Pairada’, N. Moix’, A. ArdévoF, L. Fabre’, C. Pifiol
' Departamento de Produccién Animal, Universidad de Lieida-Centro Agrotécnico, Lleida
* Servicios Cientifico Técnicos, Universidad de Lleida,” Departamento de Medicina, Universidad de Lleida

La necesidad de valorarlas particulas en suspension

En los estudios de ambiente de los animalarios es comun
encontrar valores de temperatura, humedad relativay, en algunos
casos, también de renovaciones de aire, intensidad de luz y hasta
concentracion de algunos gases como didxido de carbono o
amoniacao. Sin embargo, es poco frecuente disponer de otros
datos también relevantes como el sonido o la concentracion de
particulas sélidas (polvo) en el aire y del tamafno de estas
particulas. Este tipo de mediciones han de contextualizarse
dentro de un programa de control ambiental integral.

Alo largo del tiempo se han propuesto varios métodos para el
estudio de la concentracion de particulas solidas en el ambiente,
pero en general son laboriosos y poco precisos. Cuando se buscan
sistermnas que ofrezcan la precision suficiente, el precio los puede
convertir en inalcanzables. Para determinar la naturaleza de las
particulas se emplean fundamentalmente métodos opticos,
especialmente microscopia electrénica de barrido, asi como
meétodos quimicos (Allen, 2003). En este articulo no se entrard en
la determinacién precisa de la naturaleza de las particulas
presentes.

Las particulas en suspension se han clasificado en rangos de
tamano por su capacidad de penetracion en el aparato
respiratorio: por debajo de 10 um son consideradas “particulas
inhalables”; por debajo de 2.5 um“particulas finas” (ver Figuras 1y
2); y las inferiores a 0.1 pm se consideran particulas "ultra finas”
(Milleretal., 1979).

Las particulas entre 5 y 10 ym se depositan preferiblemente
en lazona traqueo-bronquial. Siel tamano reside entre 1y 5 um se
alojan en los bronquiolos y alveolos, llegando a afectar el
intercambio gaseoso. Estas particulas son expulsadas por el
mecanismo mucociliar o bien fagocitadas por los macrofagos. Sin
embargo, las particulas ultra finas (<0.1 ym) son capaces de
atravesar rapidamente la membrana pulmonar e incluso pueden
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Polvo aglutinante en unarejilla de extraccién. Este tipo de polvo
estd formado por particulas aglutinantes finas, sustancias
materiales fibrosos.

umedas y

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Polvo atrapado en el interior del cristal de una luminaria. La
mayor parte de estas particulas son particulas aglutinantes finas y han
atravesado un poro en el siliconado.

acumularse en el cerebro atravesando el epitelio olfatorio (Geiser
etal., 2005).

Los problemas derivados de las particulas en suspension
pueden ser de indole sanitario tanto en humanos como en
roedores, ya sea por la accién fisica de la propia particula o de
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forma indirecta por la posibilidad de transpartar
microorganismos. Los filtros y otros mecanismos sofisticados
pueden ver alterada su funcionalidad por el deposito excesivo de
particulas.

Los limites de particulas en suspension en el ambiente estan
regulados por la Directiva 2008/50/CE y los métodos de medicion
estdn estandarizados por el protocolo EN12341:1998 para las
particulas PM10 y por el protocolo EN14907:2005 para las
particulas PM,, (Quincey and Butterfield, 2009).

iCémoy cudndo valorar las particulas en suspension?

Para realizar la medicion de la concentracion de particulas en
suspension y su tamarno medio usamos un nefelometro DataRam
4 (Thermo Fisher Scientific, Franklin, MADISON, USA), que puede
trabajar con flujos de aire variables de entre 1y 3 litros por minuto
{ver Figura 3). De forma rutinaria, se empled un caudal de 2
L/minuto (DataRam4, 2009).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Medidor de particulas trabajando en una sala de alojamiento de
ratones. Obsérvese la mala posicién del rack central, que dificulta la salida
delaire porlarejillade extraccion.

Este sistema funciona con dos fuentes de luz que emiten en
distinta longitud de onda (660 y 880 nm) de forma pulsatil y
alternativa con 27 pulsos por segundo; el coeficiente de
dispersion de la luz emitida al chocar con las particulas es el dato
primario que utilizan los algoritmos de célculo para establecer la
concentracion y tamano de particula. Es necesario un software
especifico para el volcado y posterior andlisis de los datos con
cualquier hoja de calculo. Esta técnica de medicion esta calibrada
con el método estandar de medicion de particulas en suspension,
que es el método gravimétrico.
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Se tomaron medidas continuas en diferentes salas de ratones,
alojados en jaulas abiertas de policarbonato y lecho de viruta de
chopo de tamafio medio (15 mm’) y ambiente convencional, para
determinar las diferencias entre salas y entre los diferentes
periodos del dia (manana, tarde y noche).

En una sala de alojamiento de ratones de estas caracteristicas,
se consideraron cuatro focos fundamentales de emision de
particulas: personal e investigadores, ratones, viruta y pienso. El
aire de entrada a las salas pasa por unfiltro de fibra para retener las
particulas groseras (ver Figura4).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Particulas groseras de polvo procedentes del pienso (izquierda)
ydellechode viruta (derecha).

Las particulas mas gruesas de 10 um (ver Figura 5) son
retenidas en la maquina por un pre-filtro que evita que sean
valoradas. Las particulas de tamano inferior a 10 pm son
evaluadas en su tamano medio y concentracién en el aire, para
establecer las diferencias entre las distintas salas durante el
periodo de trabajo normal de los investigadores y cuidadores.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Polvo depositado en el carril de soporte de una jaula. La
ausencia de corriente de aire facilita una distribucion uniforme del polvo.
La mayor parte de las particulas encontradas en este caso seran mayores
de 10 um.
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Puesto que todo parece indicar que las caracteristicas y
cantidades de particulas en suspensidn en el aire dependen
fundamentalmente de la actividad de la sala (tipo e intensidad),
proponemos agrupar los datos en tres periodos diferenciados:

- Manana: en este periodo se concentra la actividad humana,
tanto de técnicos como de investigadores, y comprende de
las7alas 13 horas.

- Tarde: durante este periodo la actividad tanto humana como
de los roedores es minima y comprende desde las 13 alas 19
horas.

- Noche: es el periodo que refleja Gnicamente la actividad de
los ratones y abarca las 12 horas en las que la sala esté oscura,
delas19alas 7 horas del diasiguiente.

La maquina se instal6 en el centro geométrico de la sala y el
aire fue tomado a una altura de 50 cm del suelo, coincidiendo con
las corrientes de evacuacion hacia las rejillas de extraccion. La
precision de este tipo de mediciones aconseja que la maguina
esté perfectamente calibrada por un centro autorizado y que el
protocolo de medicién esté normalizado y acreditado por alguna
entidad certificadora.

Para valorar las diferencias entre las 5 salas de ratones, se
hicieron mediciones en la franja horaria de 7 a 13 horas durante 5
dias. Los datos corresponden a la media para tamafo vy
concentracién de particula presente en el flujo de aire que pasa
por la maquina. Para su interpretacion, los datos se agruparon por
horas del dia y sala.

Para determinar la influencia de la actividad total humana
mas laanimal sobre la concentracién de polvo y tamano medio de
particula, se realizaron medidas durante 24 horas y se repitieron
durante 5 dias en una de las salas (52). Los datos obtenidos
corresponden a la media de cada 10 segundos y agrupados por
blogues (manana, tarde y noche). La variacion en la concentracion
de particulas en el aire durante el periodo de noche da una idea
sobrelaactividad de los ratones.

Resultados obtenidos endistintas salas
Aunque las salas de alojamiento son muy similares y todas

estdn ventiladas por el mismo sistema y con la misma
temperatura, humedad relativa y renovacion de aire, se
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encontraron diferencias significativas en la concentracion de
particulas en suspension durante el periodo de manana (7 a 13
horas). No obstante, las concentraciones encontradas son muy
bajas en todas las salas, e inferiores a las concentraciones
maximas recomendadas por la Unién Europea en entornos
laborales (ver Figura 6).

Las diferencias entre las salas pueden ser debidas
fundamentalmente a la actividad de técnicos e investigadores en
cada una de ellas. Aungue la densidad de animales es muy similar
entre salas, existen diferencias en cuanto a las cepas alojadas y los
distintos etogramas de las lineas de ratones pueden contribuir a
incrementar estas diferencias.

Los gréficos de concentracion de particulas en suspension

son de gran utilidad para orientar acciones como: intensificacion
de limpieza, redistribucion de colonias, estudio de flujos de aire,

etc.
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Imagen suministrada por la autoria

Concentracién de polvo ( pg/m’)

Figura 6.- Concentracion de particula en suspension medida durante la
manana en cada una de las salas estudiadas ‘y expresada como media +
error estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas (p<
0.05).

Eltamafo medio de particula de todas las salas (verTabla 1) se
situa en el rango de las particulas finas (entre 2.5 y 0.1 pm),
aunque bastante cerca de las particulas ultrafinas (<0.1 pm). Con
una distribucion normal de tamano de particula entorno a las
medias obtenidas, la probabilidad de tener particulas ultrafinas
es muy baja.

Las diferencias de tamafo de particula entre salas, aunque
estadisticamente significativas, se consideran poco relevantes
desde el punto de vista practico, puesto que todas disponen de
un poder de penetracién similaren el sistema respiratorio.
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0.230 +0.056 ¢
b

Imagen suministrada por la autoria

Tabla 1.- Tamafo de particula (media + error estandar) durante la
manana. Diferentes letras indican diferencias significativas (p< 0.05).

Resultados en diferentes momentos del dia en una misma
sala

En la evaluacion de la concentracion de particulas y tamano
medio de las mismas en una de las salas de alojamiento a lo largo
de diferentes momentos del dia (manana, tarde y noche), se
obtuvieron diferencias entre los tres periodos para las dos
variables (ver Figura 7). El periodo que presenté una
concentracién menor corresponde al periodo de tarde (13-19
horas), tramo horario con muy escasa actividad humana y animal.
La mayor concentracion se hallé por la manana, coincidiendo con
el periodo de méxima actividad humana.

14
a

12

10

Concentracion de polvo (pg/m’ )

Mafiana [7-13 horas]

Tarda [13-18 horag] Nochs [19-7 haras]

Imagen suministrada por la autoria

Figura 7.- Concentracion de particula en suspension en diferentes
momentos del dia en una misma sala de ratones. Las diferencias entre las
medias pueden ser explicadas por las caracteristicas e intensidad de la
actividad.

Los datos de concentracion de polvo obtenidos durante el
periodo de noche sugieren que la actividad de los ratones no es
constante y que, inmediatamente después del apagado de la luz,
se produce un pico con una duracién de entre 1y 2 horas, que
después disminuye durante unas 6 horas y vuelve a aumentar
durante las 3 horas previas al encendido de laluz (ver Figura 8).
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Concentracién de polvo ( pg/m’)
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.- Concentracidn de polvo en suspensién media durante las horas
delanoche medidasen unamismasaladurante 5 dias.

Conclusiones

La variabilidad de resultados entre las diferentes salas y
periodos del dia, e incluso durante la noche, sugieren que el
control por protocolo de la concentracion y tamario de particula
en suspension puede darnos informacion util para valorar
diferentes aspectos del manejo de una instalacién de roedores.
Abarcaria aspectos de control ambiental, actividad humana,
actividad de los animales, calidad de pienso o de la viruta, entre
otros.

La medicién de particulas en suspensién mediante el uso de
un nefeldmetro permite disgregar por tamano de particula y
puede ser incorporada a los protocolos de control de calidad
ambiental de las instalaciones.
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| oa al Café laboral

Javier Fidalgo
Socio -Consultor en drea de liderazgo (www.areadeliderazgo.com)

Pedro J. Ramirez parece empefiado en convertir la mesa de ping-
pong que tienen en las oficinas del periddico El Espafiol en una
institucion. No dejo de ver o escuchar referencias a las entrevistas de
distintos politicos alrededor de la cada vez mds famosa mesa de
Jjuego'. Supongo que es uno de los simbolos con los que Ramirez
quiereidentificar su propuestade actualizar el periodismo escrito.

La mesa de ping-pong es, me parece, un simbolo de
modernidad empresarial. En las oficinas de Google (ver Figura 1),
en Santa Clara y Nueva York, y de Apple, en Cupertino, ademas de
otras muchas cosas tienen mesa de ping-pong.

iy =

a&',a’fj,a'
¥

"
Oficinas de Google en Nueva York
Fte.:http:/fwww.techre public.comy/| r.:aic.ture

Figura 1.- Oficinas de Google. magen suminisd porla auterts

En una rapidisima ojeada en la web encontré: varios articulos
acerca de los beneficios de tener una mesa de ping-pong en el
trabajo, un estudio cientifico sobre la capacidad de mantener el
espiritu juvenil entre los empleados que practiquen el tenis de
mesa en el trabajo, y otro articulo que, sabiamente, advierte de
que poner una mesa de ping-pong no lograra por si sola generar
buenrollitodonde nolo haya(1,2,3).

En todo caso, se dice del ping-pong laboral que reduce el
estrés, produce una mejora fisica y mental, divierte y permite
interactuar socialmente y conocer gente (en el caso de El Espariol
tambien les sirve para realizar entrevistas). Es la parte de
interaccion social laque ahora meinteresa.

'La mesa de ping-pong en accién: Pablo Iglesias https:/youtu.be/CAhMwxjxPjl,
Albert Rivera https://youtu.be/Er25rR6KHmME y Pedro Sanchez
https:/fyoutu.be/ZhcU6fvBsQl

5%

Una empresa antes que empresa es un grupo social. Hace ya
muchos afos que todas las sociedades "modernas” son
desiguales, ya que hay gente que tiene mas facil acceso a ciertos
bienes, servicios y posiciones sociales que otros. Para que esa
desigualdad no genere desorden social, los seres humanos
hemos inventado varias formas de legitimarla. Como explica
Harold R. Kerbo (4), para mantener el orden social es necesario
que todos, sobre todo los que resultan mas desfavorecidos,
acepten esa desigualdad como inevitable. Por ejemplo, en la
India, una ideologia religiosa, el hinduismo, legitima una
desigualdad ordenada en castas porque una fuerza sobrenatural
lo quiere asi. En EE.UU., otra ideologia, en este caso no religiosa,
llamada igualdad de oportunidades, "ayuda” al desfavorecido
proporcionandole una justificacion aceptable de su situacion: mi
condicién es consecuencia de no haberme esforzado lo suficiente.

Es interesante distinguir entre lo que una sociedad dice que
hace y lo que realmente hace. En la India el sistema de castas esta
prohibido por ley pero en muchos lugares sigue operando. En el
caso norteamericano, es cuando menos dudoso que el “fracaso
social” en EE.UU. solo dependa de no haber aprovechado tu
igualdad de oportunidades.

Lomismoocurreen laempresa.

Existe una desigualdad entre los empleados que es
legitimada, de forma mas evidente, por una estructura jerarquica.
Ademas, también hay diferencia entre lo que se dice y lo que
realmente se hace. Casi todos los que entramos en contacto por
primera vez con la empresa oimos decir y suponemos que la
actividad laboral diaria mas importante es hacer el mejor usode tus
conocimientos técnicos para contribuir al logro de la empresa. Sin
embargo, como la experiencia rapidamente demuestra,
mantener el orden social interno resulta al menos tan esencial
comolootro.

Lo que ahora recuerdo como mejor ejemplo de lo que digo
tiene que ver con el nacimiento del uso del correo electrénico en
laempresa. Quienes vivimos la experiencia tuvimos que aprender
a usar técnicamente el Outlook, lo que fue facil, y acomodar su
uso al orden social de la empresa, lo que no lo fue tanto. No se
trataba solo de responder a un mensaje recibido expresando el
punto de vista profesional. Aprendimos, ofendiendo y
rectificando con nuevos mensajes, que ademas de la respuesta
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técnica profesional, habia que hacer un uso socialmente
aceptable del Outlook: a quién de la jerarquia enviar el mensaje, a
guién/es enviar copia y a quién no, a quién enviar copia pero
oculta, etc. Tan importante es la dimension social que, de hecho, a
partir de cierto nivel de inconveniencia, el contenido del correo
electronico era ignorado por los destinatarios en beneficio de
aclarar al remitente ese orden social que, a menudo sin querer,
habia cuestionado’.

Las interacciones sociales dentro de la empresa estan en parte
reguladas por su estructura jerarquica. El objetivo de organizar la
empresa distribuyendo a la gente en diferentes departamentos y
definiendo una jerarquia, tiene la ventaja de generar un orden y
una coordinacion suficientes para que la actividad laboral
contribuya a lo que sea que la empresa quiere conseguir. Sin
embargo, genera algunos inconvenientes. Por ejemplo, no pocas
veces la persistencia de mucha de la ineficacia y de bastantes
problemas que se padecen en las organizaciones resulta de las
limitaciones sociales para atender de forma puramente técnica el
asunto. La jerarquia dificulta o impide (segun la flexibilidad de
cada organizacion) que se tenga acceso directo a ciertas personas
con las que, de poder intercambiar opiniones con libertad,
algunos problemas se mitigarian rapidamente.

Es aqui donde reside |la importancia del Café, en concreto del
espaciosocial que se creaentornoaél.

El espacio para el café provee de oportunidades para traspasar
las barreras que dividen socialmente ala empresa.

- Las barreras horizontales entre departamentos: Por ejemplo,
cuando se habla con los de informdtica, habitualmente
confinados en sudepartamento, y descubres dimensiones de
su trabajo que no conocias. Los humanizas y empatizas con
ellos y pasas de llamar a uno de informdtica a llamar a Juan
Carlos de informdtica. Esto puede parecer una sutileza pero
no lo es en absoluto, tiene evidentes efectos practicos en el
trabajo.

- Las barreras verticales entre la jerarquia: Por ejemplo, puede
que ese problema de relacion con cierta persona que afectaa
tu trabajo y que no abordas, porque parece que nunca hay
tiempo para decirselo a tu jefa para que ella hable con su jefe
para que este se lo dijera a €l, sea resuelto a través de una
conversacion informal directamente con ese jefe.

“Por cierto, que aprender las reglas sociales del uso del correo electrénico sigue
siendo necesario a tenor de algunos cursos que se ofrecen al respecto.
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Enfin, la informacion fluye con mas facilidad a lo largo de la
empresa atravesando vertical y horizontalmente las cercas
organizacionales. La colaboracion aumenta y se encuentran con
mas facilidad soluciones a problemas compartidos entre
departamentos.

Esmiexperiencia.

Aun cuando el contenido de las conversaciones no sea
parecido al descrito, sino dedicado a despotricar contra
algo/alguien de la empresa, esas charlas siguen siendo
beneficiosas para la organizacion ylas personas, ya que el espacio
para el café legitima oportunidades para expresar ese malestar,
gue no desaparece por callarlo, y transformarlo en algo
“gestionable”.

Generar un espacio para el Café que posibilite la
comunicacion vertical, entre jerarquias, es mas dificil y, por tanto,
me parece menos habitual. Tampoco hay que olvidar, como
advertia la articulista respecto a la mesa de ping-pong, que por si
solo el espacio para el Café no va a fomentar un tipo de
interaccion social mas fluida alld donde culturalmente esté
penalizada. Aun asi, me desconcierta que ciertas empresas
acepten areganadientes, como imposicién cultural, sindical, etc.
el tiempo laboral para el café suponiéndolo una pérdida de
tiempo. A mi entender deberia hacerse lo contrario, si no obligar
almenos animar a todos los empleados a acudira la maquina de
café para dedicar 15 minutos por jornada a mantener
conversacionescon extranos.

La aceptaciony estimulacion del uso laboral del tiempo para
el café es, a mi juicio, una expresion tan Gtil y moderna como la
mesade ping-pong de El Espanol o deGoogle.
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Al cuidado

¢Adiestramiento veterinario?

Maria Jestis Ramirez Gonzdlez
Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragon (CIBA)

Mi nombre es Maria Jestis Ramirez Gonzalez y trabajo como
cuidadora en el Servicio de Animalario del Centro de
Investigaciones Biomédicas de Aragén (CIBA). Comencé a
dedicarme al cuidado de animales en el afio 2003 y, desde
entonces, he tenido la oportunidad de manejar diferentes
especies de animales salvajes, de abasto y destinadas a
investigacion.

Desde que empecé a trabajar en el mundo del animal de
experimentacion mi principal motivacion ha sido procurar que
vivan de la forma mas confortable posible, lo que pasa por evitar
que sufran miedo o estrés. En mi opinion, es imprescindible
ponerse en la piel del animal, independientemente de la especie,
para valorar si nuestras acciones suponen un estresor y buscar
alternativas factibles para evitarlo, de la misma manera en que,
por ejemplo, trasladamos un raton de una cubeta a otra evitando
“aterrizajes forzosos’, ya que sabemos que a los ratones les dan
algodereparo las alturas. Obviamente cada especie es un mundo,
¥ por eso creo que los cuidadores también tenemos por misién
conocer en profundidad el comportamiento de las especies con
las que trabajamos, es decir, su biologia.

El adiestramiento veterinario consiste basicamente en
ensenar a los animales a relajarse para poder realizar
procedimientos no dolorosos sin necesidad de contencién o
sedacion y ademas, disminuir su estrés durante su estancia y
cuidados, lo gue resulta muy beneficioso para todos. Mejorar la
estancia de los animales nos enriquece también a nosotros como
profesionales.

En este articulo me gustaria centrarme en mi experiencia con
cerdos destinados al Servicio de Cirugia Experimental, porque
junto con las ratas son los animales que maés satisfacciones me
han proporcionado como cuidadora.

El cerdo es una especie muy interesante y divertida de
manejar por su caracter gregario y la capacidad de aprendizaje
que muestra, aunque los comienzos pueden llegar a ser
realmente duros por el miedo que nos tienen y las vocalizaciones
tan sumamente molestas que emiten.
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En muchos casos, los cerditos permanecen individualizados
en lasinstalaciones durante largos periodos de tiempo, en los que
de forma habitual hay que realizar distintos procedimientos,
como extraccion de sangre, ecografias, curas o simplemente
administrar medicamentos. Todas estas operaciones resultan
especialmente complicadas debido al tamano y fuerza de los

cerdos, que aungue suelen ser de un peso muy inferior al que
tienen los que podemos encontrar en cualquier granja para
alimentacién, siguen siendo muy complicados de manipular.

Imagen suministrada por la autoria

Este adiestramiento veterinario comienza en el momento en
que los cerdos llegan a nuestras instalaciones. Hay que tener en
cuenta que la carga, transporte, descarga, alojamiento vy ducha
son muy angustiosos para ellos; por eso, intento ser
extremadamente delicada en estas operaciones y después,
dejarles tranquilos durante al menos un dia. Al dia siguiente, en
cuanto abro la puerta de la instalacion, comienzan a gritar y me
vuelven loca, pero con unos buenos cascos me es posible
soportarlo. Ahora el primer paso consiste en armarse de paciencia
y aguantar las vocalizaciones en silencio mientras realizo las
tareas de limpieza con movimientos delicados y evitando ruidos.
Aungue se les aloje en solitario, se permite que tengan contacto
visual entre ellos. Me es de gran ayuda poder soltarlos
individualmente mientras limpio cada hueco, de manera que les
doy la oportunidad de tener mayor contacto con sus compareros
y alejarse de mi mientras realizo mis tareas. Este es el momento en
el que comienza el acercamiento: después de todo son animales
curiosos y juguetones. Mientras estan fuera de su cubiculo suelen
dedicarse a reconocer a los demés cerdos, explorar y mordisquear
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todo lo que tienen a su alcance, por lo que les dejo premios por el
suelo, como galletas o quesitos. Al principio puede ser que los
ignoren porque estan asustados, pero poco a poco se acercan y
los cogen pudiendo aprovecharlo para guiarles de nuevo hacia su
hueco, aunque casi nunca funciona el primer dia. Ofrecerles estas
chucherias les hace asociar el momento de la limpieza con algo
positivoy de alguna manera, se alegran de verme entrar.

Cada dia que paso con ellos tienen mas interés en acercarse a
mi y puedo ofrecerles los premios directamente con la mano o
incluso jugar con ellos. Cuando esto sucede, ya puedo dar por
concluida la parte mas dificil del proceso y ahora sélo tengo que
ensenarles lo que me interese, casi como si se tratara de un perro.
Yo utilizo dos métodos diferentes: uno de ellos consiste en
aprovechar los comportamientos que hacen de forma natural y
premiarlos, como por ejemplo, cuando estan callados y tranquilos
o cuando vuelven solos a su habitaculo; y el otro método que
utilizo es el de hacerles sequir el premio para guiarlos hacia la
béascula, hacerles sentarse, tumbarse, etc. Una vez que he
conseguido que realicen estas acciones basicas, intento dedicar
algo de tiempo a hacer que se tumben y acariciarles, o incluso a
masajearles con el pufio como si se tratase del transductor de un
ecografo. Con todo esto he podido conseguir hacerles curas,
quitarles puntos de sutura, administrarles medicamentos tanto
orales como inyectablesy pesarles sin necesidad de pelearme con
ellos o sedarlos.

Espero que mi experiencia os haya resultado interesante y
aprovecho para saludar a todos los companeros cuidadores de los
distintos centros. También quiero aprovechar para dar las gracias
a Paloma Garcia por contar conmigo para escribir este articuloy a
Cristina Pastor (Responsable del Servicio de Cirugia Experimental
del CIBA) porvalorar mitrabajo con los cerditos.
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Seguridad en la utilizacion de escaleras de mano

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

Es comuin en nuestras instalaciones utilizar escaleras para

salvar pequenas alturas (p. ej.,, manejo de racks ventilados),
alcanzar elementos almacenados (p. ej., en estanterias) o
realizar pequenas operaciones de mantenimiento. Con este
articulo pretendemos comentar unas normas bdsicas para el
uso seguro de estos elementos.

Escaleras portatiles

Las normas en el empleo de las escaleras de mano son
sencillas, ya que el uso de las escaleras también es muy simple y
guizas por este motivo existen una gran cantidad de accidentes
graves debidos ala mala utilizacion.

Estadisticamente, las personas que se caen al bajar son el
doble de las que se caen al subir. La causa principal de las caidas
depende del tipo de escalera. En escaleras rectas y escaleras de
extension, la causa principal es el deslizamiento de la base de la
misma, mientras que en escaleras que se sostienen solas y
escaleras de tijera la causa principal es el irse de lado.

Muchos de los trabajadores sufren lesiones en la espalda al
trasladar o colocar la escalera.

Definiciéon

La escalera manual es un aparato portatil formado por dos
piezas paralelas o ligeramente convergentes unidas a intervalos
por travesanos y que sirve para subir o bajar una persona de un
nivel a otro.

Tiposy modelosde escaleras

- Escalera simple de un tramo: escalera portatil no
autosoportada y no ajustable en longitud, compuesta por dos
largueros.
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- Escalera doble de tijera: la union de las secciones se realiza

mediante un dispositivo metalico de articulacion que
permite su plegado.

- Escalera extensible: escalera compuesta por dos simples
superpuestas, cuya longitud varia por desplazamientos
relativos de un tramo sobre otro. Pueden ser mecanicas
(cable)o manuales.

- Pata de elefante: dispositivo pequefio, normalmente de uno
o dos peldafos, con la posibilidad de desplazarlo rodando
cuando estd libre de carga. Suele alcanzar unos 48 cm de
altura(ver Figura1).

- Tarimas: escaleras pequefas de 2-3 peldanos que no suelen
superar el metro de altura.

Estas dos ultimas suelen ser las mas comunes en nuestras
instalaciones

Imagen suministrada por la autoria
Figura 1.- La pata de elefante dispone de ruedas soportadas por un

muelle en la base, de manera que al cargar un peso sobre ella las ruedas se
retraen y queda apoyada sobre |a base.
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Los riesgos fundamentales son:

Riesgos

- Caidas: se consideran caidas de altura cuando se sobrepasan
los 1.80 mdealtura.
- Caidade objetossobre otras personas (ver Figura 2).

Figura 2.- Atencién a los objetos
que se dejan en las escaleras o al
manejar los elementos en altura
(imagen tomada de INSHT, Notas
practicas: Utilizacion de escaleras
manuales, 2000).

Imagen suministrada por la autoria

- Atrapamientos en escaleras dobles o plegables.
- Lesionesal desplazarla escalera.
- Golpesdurante el traslado a otros trabajadores (ver Figura 3).

Imagen suministrada por la autoria
Figura 3.- El modo correcto de desplazar la escalera es inclinada hacia
abajo (imagen tomada de INSHT, NTP: 239. Escaleras manuales, 1989).

Medidas generales de usode las escaleras portatiles

- Los escalones, listones y travesafios deben ser paralelos y
estar nivelados y espaciados parejamente.

- Los escalones y travesafnos de las escaleras de metal deben
estar ranurados o ser rugosos para reducir al minimo las
posibilidades de deslizamiento.

Escaleras de madera, largueros de una sola pieza y peldarnos
ensamblados no se pueden pintar con pintura que pueda
ocultar los defectos; si se pueden pintar con barniz
transparente.

No superar alturas mayoresa 5 m.
Elascensoydescenso serealiza de frenteala escalera.

Las piezas de la escalera deben ser lisas para impedir que
ocasionen perforaciones, heridas o que la ropa quede
prensada.

Mantener despejada el area alrededor de la parte de arriba y
la parte de abajo de la escalera. En pasadizos, puertas o
cualquier lugar con tréfico asegurar la escalera o poner
barreras alrededor del area.

No situar la escalera detras de una puerta que previamente no
se ha cerrado, podria abrirse accidentalmente.

No situar la escalera en un lugar de paso para evitar cualquier
riesgo de colision con peatones o vehiculos. Si fuera
necesario, balizarla o situar una persona que avise de la
circunstancia.

No superarlos limites de peso establecidos.

Comprobar la fijacion antideslizante de las patas y los
ganchos de la parte superior (ver Figura 4).

Imagenes suministrada por la autoria

Figura 4.- Ganchos para anclaje superior y bases antideslizantes en las
patas de apoyo. Es muy comtn que se pierdan y eso inutiliza la escalera
(imagen tomada de INSHT, NTP: 239. Escaleras manuales, 1989).
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Medidas preventivas

- Todas las escaleras portétiles deben estar sefalizadas de
forma obligatoria con la marca CE. En caso contrario, no se
deben utilizar.

- Las escaleras disponen de instrucciones del fabricante, en las
que se indica: extensidon maxima, carga, forma de uso y
condiciones de seguridad.

- Sila escalera presenta alguna deficiencia o defecto, se debe
informar automaticamente al encargado y dejar la escaleraen
el almacén para su posterior revision. La escalera se debe
sefializar con un cartel informativo de "escalera pendiente de
revision (prohibicion de uso)” Esta debe ser reparada por
personal especializado o retirada definitivamente.

Situaciondel piedelaescalera
- Las superficies deben ser planas, horizontales, resistentes y
no deslizantes. La ausencia de cualquiera de estas

condiciones puede provocar graves accidentes.

- Nosedeben situar las escaleras sobre elementos inestables o
moviles (cajas, bidones, planchas, etc.).

- Como medida excepcional se puede equilibrar una escalera
sobre un suelo desnivelado a base de prolongaciones sélidas
con collar defijacion.

Inclinacionde laescalera

La inclinacion de la escalera debe ser tal que la distancia del
pie a la vertical pasando por el vértice esté comprendida entre un
cuarto y un tercio de su longitud, correspondiendo a una
inclinacion comprendida entre 75.5°y 70.5° (ver Figura 5).

Sobrepasadodel puntodeapoyoenlaescalera

La escalera debe sobrepasar al menos en 1 m el punto de
apoyo superior (ver Figura 6).

Equipos de Proteccién Individual (EPI)

- Parasubir a una escalera se debe llevar un calzado que sujete
bienlos pies.
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Imagen suministrada por la autoria
Figura 5.- Modo correcto de apoyar y colocar las escaleras. Separar las

escaleras de la pared entre un cuarto y un tercio de su longitud total
(imagen tomada de INSHT, NTP: 239. Escaleras manuales, 1989).

Imagen suministrada por la autoria
Figura 6.- Siempre debe quedar al menos un metro de escalera desde el
punto de apoyo (imagen tomada de INSHT, NTP: 239. Escaleras manuales,
1989).

- Las suelas deben estar limpias de grasa, aceite u otros
materiales deslizantes, pues a su vez ensucian los escalones
de la propia escalera. Recomendable calzado de proteccidn
EN 346.

- Disponer de arnés de seguridad con elementos de amarre.

Cargas maximas delas escaleras (ver segtn fabricante)

- Madera: la carga méaxima soportable recomendada es
aproximadamente de 95 kg. La carga maxima a transportar es
de25kg.

- Metdlica: la carga méxima recomendada es aproximadamente

de 150 kg e igualmente la carga maxima a llevar por el trabajador
esde 25kg.
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- Patadeelefante: pueden resistir hasta 150 kg (ver Figura 7).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 7.- Ejemplo de carga maxima en una pata de elefante de nuestra
instalacion.

Ascenso-descenso

El ascenso y descenso de la escalera debe hacerse siempre de
cara a la misma teniendo libres las manos y utilizandolas para
subir o bajar los escalones. Cualquier objeto a transportar debe
llevarse colgadoal cuerpo o cintura.

Mala utilizacién de las escaleras

Las escaleras no se deben utilizar para otros fines distintos de
aquellos paralos que han sido construidas. No se deben utilizar las
escaleras dobles como simples. No se deben utilizar en posicion
horizontal para servir de puentes, pasarelas o plataformas. No se
deben utilizar para servir de soportes a un andamiaje. No se
deben balancear para desplazarlas.

BIBLIOGRAFIA
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Refrigeracion del semen canino mediante utilizacion

de yema de huevo

M. Batista y A. Zagorskaia

Unidad de Reproduccién y Obstetricia, Instituto Universitario de Investigaciones Biomédicas y Sanitarias,

Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Nuestro estudio pretendia comparar el efecto de tres
diluyentes seminales con diferentes concentraciones de yema de
huevo, sobre la viabilidad de espermatozoides caninos
refrigerados a 4°C durante 96 horas. Para ello, se utilizaron 6
machos, de raza Beagle, sexualmente activos, con un peso medio
de 16.8 kg y con edades que oscilaban entre los 14 meses y los 5
anos. Los animales pertenecian a propietarios particulares, si bien
tanto la alimentacién, como el plan sanitario y manejo de los
animales era practicamente similar. Se obtuvieron 10 eyaculados
(2 eyaculados por perro, con al menos 2 semanas de separacién
entre ellos) mediante el método de manipulacion digital (1),
recagiendo la segunda y la tercera fraccion espermatica de cada

eyaculado.

Los parametros evaluados fueron: volumen eyaculado,
concentracion/ml, concentracion total, motilidad basal, motilidad
total, motilidad progresiva e integridad del acrosoma. El volumen
eyaculado se determiné mediante lectura directa del tubo
graduado, mientras la concentracion espermatica se obtuvo
mediante la utilizacién de un fotémetro calibrado. La motilidad
total y progresiva se valoraba depositando 40 pl de cada muestra
de semen sin diluir entre un portaobjetos y un cubreobjetos,
ambos temperados a 37°C, y se observaba al microscopio a 20x
(ver Figura 1), calculando de manera subjetiva el porcentaje total
de espermatozoides con movimientoy, dentro de éstos, los que se
movian de manera rectilinea para la motilidad progresiva (2).
Finalmente, la integridad del acrosoma se determinaba tras
tincién de una muestra con el colorante Spermac® y valorando la
muestra en un microscopio 6ptico con objetivo de inmersion (ver
Figuras 2 y 3), hasta valorar un minimo de 100 espermatozoides
(3).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Valoracion de la motilidad espermatica. Colores distintos
representan espermatozoides con diferente motilidad.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Detalle de morfoanomalia espermatica: espermatozoide con
colaenrollada.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Espermatozoides con acrosoma normal (derecha) y acrosoma
desprendido (izquierda).

Una vez definidas las caracteristicas en fresco del semen, a
cada eyaculado se le sometié al mismo procesado: centrifugacion
suave durante 10 minutos a 1200 revoluciones por minuto, para
posteriormente retirar el sobrenadante y obtener la fraccion rica
en espermatozoides. En ese momento, cada eyaculado se dividio
en tres alicuotas y se distribuyd de manera uniforme en los tres
medios de dilucion, hasta obtener una concentracion
espermatica total entre 100-150 x 10° espermatozoides/ml. La
composicion (Tris, dcido citrico, glucosa y antibidticos) de los tres
diluyentes fue similar, a excepcion de la proporcion de yema de
huevo, que presentaba una concentracion total de 5, 10 y 20%,
respectivamente. Todas las muestras se refrigeraron a 4°C y se
evalud lamotilidad total y progresiva a las 24, 48, 72 y 96 horas y la
integridad del acrosoma a las 48y 96 horas.

Los perros que participaron en el experimento como
donantes respondieron correctamente al método de
manipulacion digital para la obtencion de semen. Aunque las
caracteristicas iniciales del semen fueron muy similares entre
animales, si se detectd una diferencia sustancial en la evolucion
de la calidad seminal entre los diferentes individuos. Del mismo
modo, los mejores valores de calidad seminal se obtuvieron en
aquellos diluyentes con una mayor concentracion de yema de
huevo, presentando valores éptimos incluso hasta 72 horas tras la
refrigeraciéon. No obstante, durante las primeras 24 horas de
conservacion, la calidad seminal resulté practicamente similar en
los tres diluyentes evaluados.
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(Ytuquéopinas?

iPor qué hay diferencia de calidad seminal entre ejemplares,
si partimos de un semen muy similar inmediatamente tras la

recogida?

{Podria explicarse la razon por la que el diluyente con mayor
concentracion de yema de huevo es el que mejor resultado
aporta?

SOLUCION

En la preservacion del semen, bien sea a corto plazo
(refrigeracion) o a largo plazo (crioconservacion en nitrégeno
liquido), existen numerosos factores que pueden influir sobre la
viabilidad seminal. Existe un acuerdo general sobre el efecto del
donante en la calidad seminal; es decir, el semen de los individuos
aunque aparentemente presente caracteristicas similares
inmediatamente tras su recogida, puede comportarse de
diferente forma tras su procesado. Partiendo de la base que el
procesado y la evaluacion seminal siempre sean de la misma
manera, parece evidente que las diferentes subpoblaciones
espermaticas que existen en un eyaculado van a responder de
diferente manera, en funcién del manejo a que sean sometidas
(4). Se ha confirmado que la mayor o menor proporcion de estas
subpoblaciones esta directamente relacionada con una mayor
viabilidad y longevidad del semen preservado. De esta manera,
cuando un semen es refrigerado (4°C), esta siendo sometido a una
agresion fisica y quimica, y va a responder de diferente manera (va
a persistir mas o menos tiempo, con mayor o menor capacidad
fecundante) en funcidon de la proporcion de las diferentes
subpoblaciones. En diferentes especiesanimales {porcino, equino
y bovino), alos donantes se les identifica como good freezers o bad
freezers; es decir, animales cuyo semen en fresco es similar con
estandares altos de calidad, pero que tras ser sometido a
refrigeracion o congelacion su calidad puede permanecer en
niveles altos o, por el contrario, disminuir. Por esta razén, en
numerosos experimentos, si se quiere obviar la influencia del
individuo sobre la calidad seminal se opta, una vez realizada la
primera valoracion inicial, por realizar un pool de eyaculados de
los diferentes donantes, para bloquear la influencia de esta

variabilidad individual sobre el procedimiento a validar. Parece




JY tu qué opinas?

evidente que, en aquellas experiencias que pretendan poner a
punto una técnica, es necesario realizar un pool de eyaculados de
diferentes donantes, pero también es necesario valorar la
viabilidad individual, sobre todo, cuando el semen a preservar
tenga que ser especificamente de uno uotrodonante.

Respecto a la utilizacién de la yema de huevo para refrigerar
el semen, la mayoria de los autores muestran su acuerdo sobre la
capacidad protectora que la yema de huevo tiene frente al shock
frio que representa el proceso de refrigeracion (5,6). En el caso del
semen canino, si tras la eyaculacion no se adiciona ningun
compuesto, éste se mantiene viable sélo durante 4-6 horas a
temperaturas entre 25-35°C, y si se somete a refrigeracion sin
ningun diluyente protector, se produce la muerte del semen en
menos de 1 hora tras alcanzar los 4-5°C. La yema de huevo
adiciona estabilidad a las membranas esperméticas, dotando de
resistencia a los espermatozoides y preservando su capacidad
fertilizante durante un tiempo mas o menos prolongado. Una
baja concentracién de yema de huevo (5-10%) puede preservarla
calidad seminal durante un corto periodo de tiempo (24-36
horas), pero tras ese periodo la calidad seminal (sobre todo la
motilidad espermdtica) desciende a niveles subfértiles. Una
concentracion de yema de huevo entre el 15-20% (1,6) permite
no sélo estabilizar la membrana espermatica y la integridad del
acrosoma, sino mantener la capacidad motora del
espermatozoide durante 48-72 horas. Concentraciones mas
elevadas de yema de huevo (>25%) en los medios de dilucién no
han mostrado una mayor eficacia para preservar el semen,
ademas de poder generar ciertos efectos deletéreos sobre la
viabilidad espermatica. Por tanto, en funcion de cuanto tiempo
necesite ser preservado el semen, podremos optar por utilizar
una u otra concentracion de yema de huevo en el diluyente, si
bien parece evidente que la concentracién con un 20% es la mas
aplicativay funcional.
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Entrevista

Entrevista postuma:

César Eguiluz Fernandez
De Valderrama

Veterinario. _

Mdster en Experimentaciony Proteccion Animal.
Técnico Superior Especializado del Centro Nacional
de Microbiologiadel Instituto de Salud Carlos Il

Fue un compariero en el que siempre encontré apoyo.
"Gracias a él muchos aprendimos a hacer una necropsia en
ratén siguiendo un protocolo sistemdticoy ordenado"

Miriam Pérez

“Como compariero que fué del primer mdster que se realizé en
la Facultad de Veterinaria de Madrid, siempre se podia contar
con élparatodo. Nunca ponianingunapegaanadaysiempre
estaba dispuesto a ayudar. Profesionalmente siempre

trataba de estar al dia en lo referente a animales de

laboratorio y daba gusto encontrarnos en los cursos,
congresos, etc., pues era muy fiel a sus amigos y siempre tenia
una sonrisa. Lo pasamos muy bien con él, también, en los
momentos de ocio. Ha formado parte de nuestra vida y no le
olvidaremos, aunque se nos ha ido demasiado pronto. Un
besoallidonde estés.”

PilarHernandez

Sociedad Espanola para las Ciencias del Animal de
Laboratorio (SECAL) ;Cuando y como llegaste a nuestro
colectivo?

En el afo 1989 empecé a cursar el primer Master sobre
Experimentacidon y Proteccion Animal que se celebrd en la
Universidad Complutense de Madrid, dirigido por el Profesor Juan
Carlos lllera. Por mi formacion veterinaria en Méjico, mi actividad
en aquel momento era la clinica veterinaria de pequenos
animales; de hecho la he seguido compaginando estos afios, pero
siempre me habia interesado la Microbiologiay la investigacion.

Como te comentaba, vi anunciado el Master no recuerdo
donde, me llamo mucho laatencion, pasé la prueba de seleccion y
durante dos anos estuve compartiendo aula con otros miembros
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de SECAL, como Antonio Martinez, el actual Presidente, Pilar
Hernandez, Pablo Gonzélez, Elena Jiménez, Alvaro Garcia o Pepe
Orellana.

De alli surgieron muchas anécdotas, aunque sobre la que nos
atafie aqui es que antes de terminarlo se celebrd el primer
congreso de SECAL en Madrid y a los del Master nos hicieron un
precio especial, con lo que nos apuntamos todos para ver en qué
consistia eso. Recuerdo que Pepe y yo echamos nuestro CV en una
bolsa de trabajo que se habia preparado alli. El CV nos lo
recogieron Carmina Fernandezy Gloria Lete. Qué cosas.

Para empezar, ;cual ha sido el rol del animal de
experimentacion en tu desempeno profesional?

Debido a que me habia formado en la universidad en temas
relacionados con la microbiologia y habia continuado con ello en
la clinica veterinaria de pequenos animales, no me fue muy
complicado continuar con animales todavia mas pequenios y, al
poco tiempo, entré a trabajar en el Centro Nacional de
Microbiologia Instituto de Salud Carlos lll, en el animalario que
estaba dirigido entonces por Josefa Pérez que me ayudd muchoy
teniendo de compariero todos estos anos a mi amigo Enrique
Viguera.




Entrevista

En este nimero hemos publicado un articulo en el que
participaste activamente. ;Cémo hasido esta experiencia?

Siempre que hay que trabajar en grupo surgen discrepancias
en cuanto a criterios o puntos de vista distintos. No obstante, esto,
ademas de enriquecedor, es desafiante y te permite afrontar retos
que en muchas ocasiones es dificil encarar en solitario.

Inicialmente, el articulo de"Recomendaciones para Controles
Microbioldgicos Ambientales y de Agua en un Animalario” nos
supuso un reto, ya que especificamente para animalarios no hay
ninguna publicacién al respecto.

Después de hacer una encuesta a través de la Sociedad,
consultar toda la bibliografia posible sobre el tema que se aplica
en otros campos y la experiencia personal de los componentes
del Grupo de Trabajo, pudimos llegar a un acuerdo para dar unas
recomendaciones que son las que aparecen en el articulo.

Por otra parte, desde la Junta de Gobierno de la Secal, nos
propusieron hacer la presentacion del Articulo en la VI Jornada
celebrada en Barcelona el dia 20 de noviembre del 2014. Los
comentarios, al finalizar la misma, fueron muy positivos.

;Qué tienes en este momento como objetivo en tu carrera
profesional?

Pues fijate como son las cosas, aparte de mi interés en
continuar con las colaboraciones con la SECAL, después de todo
este tiempo parece que he vuelto al principio.

He estado unos cuantos afios preparando mi tesis doctoral
con el Profesor llleray, por fin, la he presentado en la Universidad
Complutense. Versa sobre un estudio comparativo de la eficiencia
de centinelas inmunodeprimidos frente a inmunocompetentes
en el control sanitario de ratones alojados en estanterias
ventiladas, y me toca defenderla en breve. No es porque seala mia
pero me gustaria que fuera muy interesante para nuestros
animalarios (sonrisa).

Las respuestas de esta entrevista fueron contestadas por JOSE
MARIA ORELLANA y LUIS PARRA como homenaje postumo a

César Eguiluz Ferndndez De Valderrama.

Love Me Tender. Autor: César Eguiluz Fernandez deValderrama
Seleccionada en la 72 edicion del Certamen Macional de Fotografia
Cientificadela Fundacion Espanola parala Ciencia y Tecnologia (FECYT)
http://www.fotciencia.es/Resources/documentos/Catalogo_EOTCIENCI
A7 pdf
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Vertical

] 1. Capacidad del cerebro para percibir,
procesary almacenar lainformacion.

2 = 2. Establecimiento que recoge, almacena y
— distribuye material biolégico y los datos
asociados adicho material.

3. Capacidad que poseen las células madre
— de un tejido para producir tipos celulares
diferenciados de otro 6rgano o tejido.

= 715 T 4, Separacion de los animales recién

| l ] | llegados de aquellos previamente
alojados en las instalaciones, en tanto se
haya determinado el estado de salud y la
- ] — — — e — condicion microbiolégica de los
primeros.

| | B | 5. Eliminacion de la sensacion de dolor
| I L | I I I I mediante el bloqueo artificial de las vias
de transmisién del mismo y/o de los
mediadores dolorosos, o por
— — — desconexiondelos centrosdel dolor.

17 ;
| ‘ | | ‘ 6. Hormona que se libera como respuesta al
estrés.

9. Disminucion transitoria o permanente
del riego sanguineo de una parte del
— organismo.

10. Variedad de analgésicos en el manejo del
18 | ‘ | | ‘ | | ‘ dolormoderado a severo.

11. Animal usado para la deteccion de focos
enzooticos, estableciendo en ellos la
presencia del virus para monitorizar la
actividad viral durante los cambios
temporales y espaciales en un area
determinada.

Horizontal

7. Animal libre de gérmenes.

12. Alelo que codifica el fenotipo mas comun

8. Técnica de preservacion de dvulos que consiste en enfriarlos lo suficientemente rapido para que la
en lanaturaleza (voz inglesa).

transformacion de liquido a sélido sea instantanea, sin dafarlos.

14. Equipo de bioseguridad que provee una
barrera protectora fisica entre el técnicoy
el proceso querealiza, alavez que creaun
ambiente confinado, estéril y aséptico.

13. Conductarepetitiva, con patrones fijos, sin ninglin propdsito obvio.
17. Soncincoy estanrelacionadas conel bienestaranimal.

18. Conjunto de medidas, equipos e instalaciones que permiten el trabajo seguro con agentes

biologicos. 15. Dilataciondelas pupilas.

16. Cualquier estrategia que tenga como
resultado el use de un menor ndmero de
animales para obtener datosfiables.




Powering your research development

@vivotecnia

management & services

Profesionales al servicio
de la investigacion

Servicios integrales para Animalarios
Externalizacion de se;r.*:«icios de Animalarios
Formacion de personal
Disefio de Instalaciones
Alquilery gestiéi-';'de Instalaciones

Consultoria y Asesoramiento
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The Weight 1s Over.

No longer do you need to spend your time conditioning research models. There is now an immediate solution -
Preconditioning Services from Charles River. Whether preparation for your study requires feeding special diets,
aging of animals, phenotypic evaluations, or surgical manipulations, Charles River can provide you with animals
preconditioned to your parameters and ready for use when they enter your facility.

For more information, please contact us at services@eu.crl.com

-
charles river | .esweeicon

accelerating drug development. exactiy. www.criver.com
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ENVIGO

Positive Discovery

Welcome to a world in which every research
model is designed to enhance a life — a
world in which animal care is of paramount
importance and our customers are at the
heart of everything we do at Envigo.

Working together with our customers,
Envigo is creating the foundations to a
world in which human lives are improved
and scientific knowledge is advanced on
a daily basis. =

Discover your own positive outcomes /
at Envigo today.

envigo.com

e
envigo.com ENVIGO
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