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Editorial

Norte asumido

Los cambios que se hacen en la marcha de los proyectos son
parte de la evolucion propia de los mismos.

Unos de nuestros principales objetivos de la direccion de la
revista era conseguir a través de nuestra publicacidn trimestral,
una mayor confluencia de nuestros lectores a las dos plataformas,
laimpresa y la digital, creando para esto una revista mas "colorida”
y dinamica bajo un método monografico, Sentimos haber
alcanzado ya este norte y creemos que es hora de dar el siguiente
paso a nuevas coordenadas en la divulgacion cientifica.

A la actual direccion de la revista le gusta andar a la grupa de
los cambios v las innovacioneas, y es por eso que a partir de ahora
comenzaremos a darle mas protagonismo a la Secciones que
COMpOnen nuestra revista, anadiendo incluso mas, y dejando
atrds el formato monografico, sin menoscabo de la profundidad y
la seriedad impregnadas en nuestros contenidos.
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Muestros lectores podran apreciar, desde hoy v poco a poco,
una serie de nuevas Secciones que, junto con las que ya tenemos,
hardn que la publicacion sea mas amena, variada y dgil, pero sobre
todo de gran utilidad en nuestro dia a dia.

Podemos decir que al dar este paso, en la Revista Animales de
Laboratorio de la SECAL guedan ensamblados, como moléculas
de un mismo atomo, el Grupo Editor, los Responsables de

Seccionesy nuestros lectores,

s esperamos an nuestras paginas.

Direccion Revista Secal
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Caracterizado el proteoma
sinaptico del pez cebra

Un grupo internacional de investigadores ha presentado la
primera caracterizacion de las proteinas que se expresan en las
conexiones neuronales del pez cebra, animal modelo para el
estudio del cerebro.

Las sinapsis del cerebro son el punto de comunicacion y de
transmision de impulsos nerviosos entre neuronas. Determinan,
por tanto, la organizacién de los circuitos neuronales, esenciales
en la funcion global del sistema nervioso central,

En los dltimos afos, un gran namero de estudios geneticos
han identificado mutaciones en genes que se expresan en las
sinapsis implicadas en enfermedades neuroldgicas v,
especialmente, en trastornos como los del espectro autista, la
esquizofrenia o la discapacidad intelectual. Estos trabajos han
establecido la sinapsis como una estructura critica en muchas
patologias del cerebro, lo que ha dado lugar al concepto de
sinaptopatias.

< El pez cebra (Danio rerio) es un modelo animal ampliamente
usado en el estudio del sistema nervioso y de sus enfermedades,
ya que presenta una gran homologia con el cerebro humano. 3

El pez cebra también se utiliza para el desarrollo de nuevos
farmacos orientados al tratamiento de los desdrdenes del
cerebro, para los que, en su mayor parte, no disponemos de
terapias realmente efactivas.

Investigadores del Instituto de Investigacion Sant Pau, la
Universidad Autdnoma de Barcelona v la Universidad de
Edimburgo, dirigidos por el investigador Alex Bayés, han
presentado en Nature Communications el primer estudio del
proteoma sinaptico del pez cebra.

Setratade una herramienta esencial para futuros trabajos que
utilicen este modelo animal para caracterizar la patofisiologia de
las sinaptopatias, asi como para el desarrollo de farmacos
dirigidos a tratarlas.

Esta primera caracterizacion del proteoma sinaptico de un
vertebrado inferior ha permitide estudiar también la evolucion
comparada con mamiferos. El analisis muestra cdmo la evolucion
de los vertebrados ha favorecido el incremento en la complejidad
del proteoma sindptico, Una observacidn que los investigadores
califican de inesperada y muy interesante,

“Disponer de mds proteinas sindpticas habria permitido
aumentar el nimero de procesos moleculares que se producen asi
comola diversidod de tipos sindpticos, Ya que la sinapsis es la unidad
cognitiva bdsica del cerebro, la expansion de sus componentes
podria haber contribuido a la diversided de comportamientos y
capacidades intelectuales de los vertebrados, concluye Bayés,

BIBLIOGRAFIA
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Descubierto un gen que protege de las malformaciones
causadas por la diabetes materna durante la gestacion

La deficiencia de este gen contribuye a la aparicion de defectos

del desarrollo embricnario en madres diabéticas,

El estudio, publicado en la revista Scientific Reports, ha sido
efectuado por investigadores del Instituto de Investigaciones
Biomédicas Alberto Sols (centro mixto del CSIC v la Universidad
Autdnoma de Madrid) pertenecientes al Centro de Investigacidn
Biomédica en Red de Diabetes y Enfermedades Metabolicas
Asociadas (CIBERDEM), con la colaboracion de investigadores del
Instituto Cajal (CSIC).

“5e conoce desde hace afios gue la diobetes materna durante la
gestacion constituye un riesgo muy importante para la aparicion de
malformaciones del desarrollo embrionario v fetal, que afectan
fundamentalmente a la formacion del sisterma nervioso y del corazon’,
explica MarioVallejo, director del estudio.

“Se piensa que ello es debido o que el incremento de los niveles de
glucosa proveniente de lo sangre materna da lugar a fo produccion
excesiva de radicales libres en las células embrionarias, lo cual produce
esfrés oxidativo con el consiguiente daiio y muerte celular; afade.

Ltilizando un modelo de diabetes materna en ratones, los
investigadores han descubierto que Alx3 se activa en las células
embrionarias durante el desarrollo intrauterino tras detectar la
presencia de concentraciones anormalmente elevadas de glucosa
procedente de la sangre materna. "Como consecuencia de ello, se
pone en marcha la sintesis de una proteina reguiadora codificada por
este gen, cuyo papel es estimular la actividad de un conjunto de genes
diferentes responsabies de la produccion de enzimas que eliminan los
radicales iibres para hacer frente al estrés oxidative detalla Vallejo.

Cuando Alx3 se encuentra anormalmente inactivo, los genes
que codifican estas enzimas no se estimulan, ¥y comao
consecuendcia, la incidencia v la gravedad de las malformaciones
congénitas aumenta considerablemente. Ademds, los
investigadores han descrito que el mecanismo por el que esta
respuesta se pone en marcha incluye la estimulacion de la
produccion de otro factor de transcripcion denominado Foxel,
gue también juega un papel importante en la defensa del
organismo contra los radicales libres,

Por tanto, los investigadores han demostrado que Alx3 es una
pieza fundamental para la defensa de las células embrionarias
contra el dafo producido por el estrés oxidative generado por la
hiperglucemia de origen materno. Asimismo, han identificado la
deficiencia de Alx3 como un nuevo mecanismo molecular que
contribuye a la aparicion de defectos del desarrollo embrionario
en madres diabéticas gestantes.

BIBLIOGRAFIA
- httpdfwww.csic.es/noticias-y-multimedia

- Garcia-5anz P, Mirasierra M, Moratalla B, and Vallejo M. Embryenic
deferice mechanisms against glucose-dependent oxidative stress
require enhanced expression of Alx3 to prevent malformations
during diabetic pregnancy. Scientific Reparts, 2017, 713389, DOI:
10.1038/541598-017-00334-1.
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Una inmunoterapia combinada frena
el crecimiento del tumor de pulmon en animales

Un equipo de la Universidad de Mavarra ha demostrado que el
bloqueo combinado de las proteinas C5a y PD-1 inhibe el
crecimiento del tumor de pulmon v previene las metastasis en
maodelos animales. El objetive del trabajo se centra en superar la
resistencia turmoral alainmunoterapia del cincer,

Cientificos del Centre de Investigacion Médica Aplicada
(CIMA) de la Universidad de Navarra han desarrollade una técnica
de inmunoterapia que mejora sustancialmente el tratamiento del
cancer de pulmén en animales. Los resultados se han publicado
en larevista Cancer Discovery.

a inmunoterapia, basada en estimular al sistema inmunitario para
QUE reconozoa ¥ ¢ elulas tumorales, ha emergido comao

una potente herramienta para el tratamientoa del cancer de pulma

Los anticuerpos monoclonales contra PD-1 -receptor
implicado en la supresidén de la actividad antitumoral de las
células del sistema inmune- ya han sido aprobados por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de EEUU. (FDA,
por sus siglas en inglés, Food and Drug Administration) v la Agencia
Europea de Medicamentos para pacientes con el cancer de
pulman mas frecuente (el cancer de pulmdn de células no
pequenas metastasicas). “Sin embargo, esta inhibicidn no es capaz
de revertir todos los mecanismos de resistencia ¥ un alto parcentaje
de pacientes {en torno al 70% y el 80%) no responde adecuadamente
a este tratomiento. Por ello, es fundamental buscar terapias
combinadas que blogueen mds de una via inmunomaodulodora,
paramejorar la eficacia antitumoral de los fratamientos individuales
anti-P0-17 explica Rubén Pio, director del Programa de Tumores
Salidos y Biomarcadores del CIMA vy director del estudio.

La estrateqgia reduce significativamente el crecimiento de los
tumores de pulman y su metdstasis a hueso. El objetive del trabajo
se centra en superar la resistencia tumoral a la inmunoterapia del
cancer. 5e sabe que la proteina C5a favorece la progresion del
cancer de pulmén mediante el reclutamiento de células

inmunosupresoras que contribuyen a lainhibicion de la respuesta
inmune antitumoral,

En este contexto, sefiala Daniel Ajona, investigador del CIMA y
primer autor del trabajo, “nos planteamos fa posibilidad de que la
inhibicion de esta proteina podria revertir este ambiente
inmunosupresor, patenciando la eficacia de los tratamientos anti-
PO-1 clinicamente aprobados, En nuestro laboratorio hemaos
administrado una combinacion de fdrmacos anti-PD-1 y anti-C5a en
diversos modelos preclinicos de cdncer de pulmdn y hemos
comprobado que esta estrategia reduce significativamente el
crecimiento de los tumores de pulmon y su metdstasis a hueso. La
relevancia de nuestro estudio es gue propone un novedosao abordaje
terapéutico para pacientes con este tipo de tumor’

i shutterstodk

BIBLIOGRAFIA

- httpyferww.agenciasing.es/Noticias/Una-inmunaterapia-combinada-
frena-el-crecimiento-del-tumor-de-pulmon-en-animales

- Ajona D, Ortiz-Espinosa 5., Moreno H., ef al. A Combined PD-1/C5a
Blockade Synergistically Protects Against Lung Cancer Growth and
Metastasis. Cancer Discovery 2017, DO 10.1158/2159-8290.00-16-
1184,



http://www.agenciasinc.es/Noticias/Una-inmunoterapia-combinada-frena-el-crecimiento-del-tumor-de-pulmon-en-animales

Actualidad

X Aniversario del Nuevo Centro de Cirugia
de Minima Invasion Jesus Uson

El Centro de Cirugia de Minima lnvasidn Jesds Usdn (CCMIILY
es una institucion dedicada a la investigacion aplicada, la
formacion y la transferencia de tecnologia en el campo de la
Cirugiade Minima Invasién, y dela sanidad en general.

El nuevo Centro de Cirugla de Minima Invasidn Jesds Usdn
cumple hoy diez anos apostando por actividades formativas, de
investigacion, de desarrollo e innovacion de calidad.

Se celebran diez afios marcados por el crecimiento de cursos
de formacion y de proyectos de 1+D europeos, el impulso al
nacimiento del Clister Sociosanitario de Extremadura, la
obtencion de la acreditacion de Buenas Practicas de Laboratorio
para la realizacidn de ensayos preclinicos., 5e ha puasto en marcha
un Aula Formativa de Reproduccion Asistida, la creacion de una
unidad de desarrollo de aplicaciones mdviles, el reconocimiento
del Centra como Infraestructura Cientifico-Técnica Singular (ICTS)
en colaboracion con el Centro de Investigacion Biomedica en Red
de Bioingenieria, Biormateriales y Nanomedicina (CIBERBEN), v la
inclusion de un grupo de investigacion en el Centro de
Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades
Cardiovasculares (CIBERCY).

La Fundacién CCMIJU es una entidad publica dedicada a la
formacion e imvestigacion biomédica. Actia como Qrganizacion
de Investigacion bajo Contrato (Contract Research Organization

CRO=) especializada en ensayos preclinicos in vivo para la
industria farmacéutica-biotecnolagica y de dispositivos médicos.

En octubre de 2074, junto con el CIBERBEN, dependiente del
Instituto de Salud Carlos I, el Centro se incorpora al nuevo mapa
de Infraestructuras Cientifico-Técnicas Singulares (ICTS) de
Espana, bajo el paraguas de NAMBIOSIS (infraestructura integrada
de produccién y caracterizacion de NANomateriales,
BlOmateriales y SI5temas en biomedicina), orientada a
aplicaciones medicas, que trata de dar un servicio completo v de
facil acceso, a través de una *ventanilla dnica® Incluye disefio,
produccion de biomateriales y nanomateriales, caracterizacion
de estos materiales, de tejidos, dispositives medicos y sistemas
desde un punto de vista fisico, quimico, funcional, toxicoldgico v
biolagico, incluyendo su validacion preclinica.

n} - -
de DUendas F

Servicios del CCMIIL:

Entrenamiento practico y personalizado en técnicas de

cirugia minimamente invasivas y otras especialidades

relacionadas con la salud.

Formacion practica siguiendo el sistema exclusiva de

formacion piramidal, dividido en niveles:

+«  Mivel 1: Manejo de instrumental, ejercicios en simulador
fisicoyvirtual, diseccion, suturas, ergonomia.

+«  Mivel 2: Protocolo anatémico-quirdrgico, técnicas por
especialidades.

«  Mivel 3: Telecirugia, teleensenanza, telemedicina.

«  Mivel 4 Aplicacion hospitalaria; tutorizacién hospitalaria
del alumna,
El entrenamiento practico forma parte de una formacion
reglada o bien personalizada (adaptada a las exigencias del
cliente).

Infraestructura Cientifico Técnica Singular (ICTS), provectos de

+D cocperativa y bajo demanda.
Plataforma de investigacion orientada a aplicaciones
médicas, denominada MAMBIOSIS, que ofrece servicios
completos para la produccién y caracterizacion de
nanomateriales, biomateriales y sistemas en biomedicina.

Ensayos preclinicos regulados bajo certificacion de Buenas

Practicas de Laboratorio (BPL).
Estudios de Toxicidad in vivo, Tolerancia y Farmacodinamia en
medicamentos, asi comao validaciones de praductos medicos,
tanto en medicing humana comeo veterinaria, todo ello bajo la
certificacion del cumplimiento de las Buenas Practicas de
Laboratorio (BPL), expedida por el Ministerio Espafiol de
Sanidad, Servicios Sociales e lgualdad,
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Medidas correctivas en procedimientos severos

C. Murioz Mediavilla' y 5. Salazar Fuentes’

1. Conseferia de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural. Junta de Andalucia

2. Charfes River Laboratories

INTRODUCCION

El Real Decreto 53/2013 por el que se establecen las normas
bdsicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacién y otros fines cientificos (1), incluyendo la
docencia, establece en su articulo 27 gue los procedimientos se
clasificardn como =sin recuperacione:, =levess, smoderados:, o
HSEVErOs,

Segun esta clasificacion, se consideran severos: “los
procedimientos a consecuencia de los cuales es probable que los
animales experimenten dolor, sufrimiento o angustia intensos o
moderados pero duraderos, asi como los procedimientos que
pudieran causar una alteracion grave del bienestar o del estado
general delos animales”,

Hay gue tener en consideracion que la clasificacidn de la
categoria de severidad incluye cualguier intervencion o
manipulacidn de un animal en un procedimiento determinado y
se basara en el efecto mas severo que pueda experimentar uno
solo de esos animales después de aplicar todas las técnicas
apropiadas de refinamiento.

En la asignacidn a un procedimiento de una categoria
particular se han de tener en cuenta los siguientes factores,
valorados caso porcaso:

Tipo de especie y genotipo, madurez, edad, sexo del
animal ¥ grado de aprendizaje del animal para el
procedimiento.

- Tipos de manipulacion ¥y manejo y los posibles
impedimentos de expresar el comportamiento natural,
incluidas las restricciones en los estandares de
alojamiento, zootécnicos y de cuidado de los animales.

- Maturaleza del delor, sufrimiento, angustia o dafo
duradero causados por todos los elementos del
procedimiento, asi como su intensidad, duracion,
frecuencia y la multiplicidad de técnicas empleadas,
valorando el sufrimiento acumulative en el
procedimiento.

- Métodos utilizados para reducir o suprimir el dolar, el
sufrimiento y la angustia, incluidos el refinamiento de las
condiciones de alojamiento, 2ootécnicas v de cuidado de
los animales, asi como el uso apropiado de puntos finales
humanitarios.

PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LAS
MEDIDAS CORRECTIVAS

Segun lo expuesto, la clasificacion final de la severidad esta
asociada a la gestion de los factores anteriores, gestion gue se
puede traducir en medidas comectivas que apliquemos en cada
caso. Un analisis concienzudo de estas medidas y un
replanteamiento de los puntos de partida iniciales podrian hacer
que determinados procedimientos en principio clasificados para
los animales como severos, se clasifiquen como moderados.
Conseguiriamos de este modo el objetivo primordial de mejora v
guardia del bienestar animal en un ejercicio de refinamiento.
Ademds, también ofreceriamos al investigador el beneficio
administrativo de la gestion de un procedimiento - en principio
sometido a evaluacidn retrospectiva y gestionado a través de
clausula de salvaguardia - que, mediante estas consideraciones,
puede ser tramitado por la via habitual,

Para la determinacién de las posibles medidas correctoras a
aplicar en un procedimiento concreto, deberiamos:
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1) Listar los posibles efectos adversos sobre el bienestaranimal

esperados durante el procedimiento. Esta informacidan puede
configurarse a partir de la revision de la literatura cientifica
{gue habitualmente no suele recogerse de forma explicita),
pero para que sea real, deberia también basarse en la
experiencia directa de otros grupos de investigacion o
animalarios con experiencia en el mismo modelo, o uno
similar. En cualquier caso, la utilidad de la informacion debe
siempre valorarse, identificando si:

- La periodicidad de supervisidn de los animales para
identificar esos efectos adversos es adecuada. Por
ejemplo, en el modelo de encefalomielitis experimental
autoinmune (EAE), en ratones C57BL/GJ, los animales
requieren una periodicidad variable segun los sintomas:
diaria hasta la aparicién de la debilidad en la cola con
evaluacion del estado corporal (yva que aparece paralisis
de extremidades), e ir aumentandola, llegando en
algunos casos hasta tres veces al dia, si existe dificultad en
elvaciadode la vejiga. La frecuencia decrece igualmente a
medida que los sintomas revierten. Esto supone que la
supervision “estandar” de una vez al dia no permitiria la
aplicacion del punto final humanitario gue evite una
agonia encubetay supondria, portanto, un aumento de la
severidad.

- La correcta identificacian de los efectos adversos:

debemos asegurarnos de si determinados efectos son
tenidos en cuenta, o corregidos, en grupos con
experiencia previa en el modelo, yva que debido a la
familiarizacion con el propio modelo (por ejemplo, se da
por hecho que una cirugia tiene una mortalidad X, sin
valorar posibles refinamientos, simplemente porgue
“siempre se ha hecho asi’), o al miedo a las interaccicnes
que pueden sufrir en los resultados en caso de introducir
cambios, tanto la identificacion de dichos efectos, como
las medidas correctoras pueden estar sesgadas, Puede ser
muy 0til, en caso de modelos experimentales que
reproducen enfermedades humanas, consultar los
sintomas presentados en humana con especialistas en la
materia y no descartar su existencia en el modelo por no
poder medirlo. Por ejemplo, en infecciones
experimentales que suelen cursar con procesos febriles,
acondicionar la situacion de las cubetas a zonas en las que
los animales estén menos expuestos a ruidos, luz directao
molestias, de tal manera que reduzcamos el malestar del
habitualmente denominade “mal estade general” del
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animal y a su vez, facilitar la hidratacion de los animales via
subcutanea o en comida gelificada.

2) Determinarcudles delos efectos adversos identificados en el

3)

punto anterior hacen al modelo severo. Para ello, desarrollar
una guia de valoracidn del bienestar animal: esta guia debe
serad-hoc de cada procedimiento, La guia de valoracion debe
incluir parametros generales (como por ejemplo el peso, el
aspectogeneral, la conducta de acicalamients propia de cada
especie) ¥ los parametros especificos de cada modelo,
identificando si la severidad esta asociada a la combinacion
de tados ellos, o a algunos concretos sobre los que podamos
actuar. Ademnas, vy para que sea cuantificable su severidad,
debe plantear un sistema de valoracion del efecto de cada
uno (un simple formulario que valore un parametro en ‘nada’
“poca” o “mucho” puede aportar mucha informacian).

El anexo IX del RD 53/2013 expone ejemplos de
procedimientos severos, que hemos agrupado en cuatro
blogues;

- Procedimientos en los que existe impedimento fisico para
maverse/comer/relacionarse, como por ejemplo, el
modelo anteriormente mencionado de EAE.

- Procedimientos en los que la muerte se considera punta final
del procedimiento. Aungue en el pasado era frecuents
encontrar este tipo de estudios, hoy en dia es muy raro
que no se puedan implementar puntos finales previos
que permitan aliviar el sufrimiento del animal,

- Procedimientos en los que existe dolor severo por cirugla o
derivado del desarrollo de uno patologia
inducida/genéticamente predeferminada. e puede citar
como ejemplo el modelo de saccidn del nervio cidtico,

- Procedimientos en los gue se produce angustia por
indefension propia del procedimiento, como en los
rmodelos de estrés crénico impredecible.

Implementar medidas correctivas de los efectos adversos
detectados para cada procedimiento: una vez identificados
los pardmetros que producen los efectos adversos del
procedimiente y planteado su sistema de valoracion, es
necesario realizar un andlisis concienzudo de cada punto
critice para lograr minimizar el efecto de cada uno, con el
ohjetivo de reducir el valor asignado a cada parametro, El
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sistema podriamos equipararlo al "analisis de peligros v
puntos de control criticos” necesaric para garantizar la
inccuidad alimentaria.

Al igual que en el primer punto, es importante el
intercambio de informacion con otros grupos con experiencia
previa, e igualmente valorar y cuestionar la informacian.
Debemos asegurarnos gue las medidas correctivas aplicadas
demostraban una remision de los efectos adversos o, por el
contrario, los animales no mostraban mejoria. Es importante
determinar si las medidas correctivas estan realmente
adaptadas a la remision de los efectos perjudiciales del
madelo, o se trata de aplicacion de medidas estandar que no
siempre tienen porqué ser validas para nuestro modelo, Por
ejemple: en la cirugia y recuperacion del medelo de isquemia
cerebral por ligadura de la arteria media, la ausencia de manta
calefactora es un factor protector de una posible hemaorragia
al facilitar la hemostasis, por lo que un protocolo de
postcirugia que incluya manta calefactora no seria adecuado,
a pesar de que sea lo adecuado para la mayoria de los
procedimientos quirdrgicos.

En relacion a los cuatro blogues en los que de forma
general agrupariamos los procedimientos ejemplo del RD
53/2013 clasificados como severos, podriamos ilustrar las
siguientes medidas correctoras:

- Procedimientos en las gue existe impedimento fisico para
maoverse/comersrelacionarse. En caso de modelos en
roedores podriamos implementar las siguientes medidas:

*  Incluir comiday bebida dentro dela jaula.

«  Anadir lecho de celulosa en lugar de viruta para evitar
las heridas.

«  Evaluar especificamente el estado corporal, al menos
deforma diaria.

= Asegurar gue, al menos, los miembros anteriores son
funcionales ¥, en caso contrario, plantear que sea
punto final humanitario.

*  Monitorizar gue la miccidn/defecacién se realiza de
manera corracta y que no aparecen irrtaciones de la
piel en la zona perianal.

= Alojar alos animales con otros companeros cuando el
estado de éstos es similar. Es contraproducente, por
ejemplo, alojar ratones paralizados con otros
normales, va que pasaran sobre ellos constantemente,

« Adaptar los refugios, para que puedan ocultarse.

= Facilitar al menos el contacto visual y auditivo.

Procedimientos en los que la muerte se considera punta final
del procedimiento: en estos procedimientos, las medidas
correctivas deben perseguir el punto final humanitario
previo a la agonia. Por ejemplo, para la deteccion de la
LD50 de unvenena, el planteamiento de un estudio piloto
podria facilitar la identificacion de agquellos sintomas
asociados al veneno que aparecen previos a la muerte
(por ejemplo, inicio de convulsiones), de tal manera que
ante la aparicion de los mismos se pueda aplicar el punto
final humanitario.

Procedimientas en los gue existe dolor severo por cirugia o
derivado del desarrollo de una patologia
inducida/genéticamente predeterminada; tomando como
ejemplo los modelos de artritis reumatoide inducida en
rata (2], gue combinan cirugia y patologla inducida, nos
encontrariamos las siguientes opciones de medidas
correctoras para los distintos puntos criticos
identificables:

* Dolor debido a la administracién del inductor
[inyeccion intradérmica o subcutdnea): utilizar
anestesia gaseosa para las vias intradérmicas, reducir
el dolor ¥y aumentar la precision. Inyectar
intradérmicamenta en el dorso v no en la base de la
cola. Mantener los volimenes al minimo necesario, es
mejor utilizar multiples sitios si se necesitan
volumenes mayores, pero no demasiado cercanos
como para que haya confluencia, causando
granulomas,

«  Dolorowlceracion alrededor del lugar de la inveccion:
inyectar en el dorso para un menor riesgo de
ulceracian. Las inyecciones adicionales pueden seren
el flanco si es necesario. 5i el animal muerde o rasca
demasiado el sitio de inyeccidn, aplicar anestésico
topico local y revisar el protocolo de anestesia e
inyeccion. Implementar un criterio de valoracion
basado en las caracteristicas y la persistencia de la
ulceracion.

» Efectos adversos especificos debidos al adyuvante,
por ejemplo granuloma, iritacion, lesiones: utilizar el
adyuvante menos danino posible, buscar alternativas
en la literatura vy evitar el uso de compuestos
problematicos come el adyuvante completo de
Freund. En la medida de lo posible, emplear el
adyuvante incompleto gue provocard una
reaccién menor,
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protocolo especifico de supervisidn del estado del animal,

»  Efecto del lipopolisacarido (LPS): proporcionar apoyo
nutricional y de hidratacién adicional antes de la
inyeccion para que estén aclimatados, por gjemplo, a
la comida gelificada. Monitorizar el peso corporal v la
deshidratacian.

+ Articulaciones dolorosas, pies doloridos, cojera,
discapacidad y angustia. Para los protocolos de
induccion intraarticular, abordar una unica
articulacién. Implementar refinamientos adicionales
segun la especie, como por gjemplo, refugios
disefiados para que los animales no tengan gue girar,
boguillas gue alarguen los biberones, lecho mads
blando (celulosa), material de anidamiento corto v
suave (los hilos larges y/o nestless pueden enredarse
en las articulaciones doloridas). Proporcionar una
dieta suave y apetecible (por ejemplo, el calentar la
comida potencia el olor y por tanto la apetencia de
animales apaticos), o un gel dietético (acostumbrar a
los animales antes de |a fase aguda). Dar analgesia
siempre que sea posible, asegurando las
redosificaciones para que se mantenga el efecto.

+  Dolor agudo: proporcionar analgesia si es posible, por
gjemplo opioides durante la fase aguda. Proporcionar
el enriguecimiento ambiental adecuado, no solo
dentro de la cubeta, sino en el ambiente en sala, v
facilitar el alojamiento en grupo con similares.

Procedimientos en los gue se produce angustia por
indefension propia del procedimiento. Por ejermplo, en
los modelos de indefensidn aprendida (Jearned
helplessness, LH) es critico el uso de la prueba que
proporcione una mejor discriminacign entre grupos
control y LH, va que disminuye sobremanera el tamano
muestral ¥ puede evitar una severidad excesiva. Se

TGN SURRSTTaa Dor b 3ol

Figura 1.- La adecuacion de un régimen anestésico se puede combinar, por ejemplo, con la inclusion de comida gelificada (previamente atemperada) y un

pueden usar igualmente un ndmeroc menor de
ensayos, ya que a partir de 10 (en lugar de los 15
clasicos) no se incrementa la sensibilidad de la prueba,
reduciendo el dolor ocasionado sin reducir la potencia
estadistica (3).

Listar los . Identificar .
posibles _ B cuiles hacen o
efectos al modelo

Ed VErsos SEVEro

Imasgens uminirada por b sinis

Figura 2.- Esguema del procedimiento para establecer medidas

correctivas en procedimientos severos.

Para poder desarrollar estos puntos, s& aconseja siempre
la planificacion de estudios piloto. Con ello:

- 5e asegura la identificacion de forma real de los puntos
criticos en los que se desarrollan los efectos adversos, la
idoneidad de la guia de valoracidn de bienestar animal y
la eficacia de las medidas correctoras aplicables a esos
efectos adversos (Refinamienta).

- Permite una puesta a punto en la gue el fracaso no
suponga el haber involucrado un ndmero elevado de
animales en procesos de dolor/angustia/sufrimiento
severos (Reduccién).

- En caso de modelos de nueva creacion, valida o no el
modelo, permitiendo sustituir la especie o disefar un
sistema alternativo en caso de que no ser vilido
(Reemplazo).
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ELPAPELDELESPECIALISTAENSALUDY BIEMESTAR ANIMAL

Como norma general, los procedimientos que impliguen
cualquier tipo de efecto adverso sobre |a salud o bienestar (no hay
bienestar sin salud) deben contar con el asesoramiento de un

especialista, tanto en la fase de diseno y planificacion comaen la
fase de desarrollo. A menudo, esta asesoria solo se tiene en cuenta E S TA M 0 S
a la hora de cumplimentar los formularios de solicitud de EN EL CENTRO DE

LA INVESTIGACION

EN HABLA
HISPANA

provecto, en los que el investigador se enfrenta a una redaccidn
que no habia considerado. Al igual que en un estudio en fase
clinica una farmacéutica siempre contaria con el asesoramiento y
supervision de un equipo médico, los estudios con animales
deben contar con un equipo que valore, diagnostique, trate y
mejore los efectos de los procedimientos. Esto, en contra de
posibles interacciones, permitira obtener resultados mas
"limpios’, exentos del ruide gue muchas veces generan efectos
colaterales y que pueden enmascarar o dificultar la obtencion de
resultados objeto de la investigacion. Proponemaos, por tanto, gue
cada procedimiento clasificado en principio como severo se
analice como si se tratase de un paciente al gue tenemos gue
realizarle una anamnesis clinica, de tal manera que obtengamos
la informacidn necesaria para formular el diagndstico y aplicar el
tratamiento que, respetando los objetivos del procedimiento, nos
permita disminuir el nivel de severidad lo maximo posible.
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El intercambio de cepas de raton sin transporte
de animales vivos: "embriones, esperma, y epididimos"

Gonzalo Moreno Del Val y Patricia Muiioz Robledano

Servicio de Transgénesis v Criopreservacion. Instituto de Neurociencias de Alicante CSIC-UMH

INTRODUCCION

Eltransporte de animales vivos supane la prictica habitual para
intercambiar cepas de raton de laboratorio, Sin embargo esta
practica no esta exenta de problemas. Durante el transporte los
animales estaran expuestos a multiples factores estresantes como
cambios en el ciclo de luz, cambio horario, variaciones de presidn,
ruidaos, vibraciones, olores no familiares, y un amplioc margen de
temperaturas, incluso extremas (1), gue en ocasiones pueden llegar
a ocasionar la muerte de los animales, Estos factores estresantes
ariginan, por otro lado, cambios fisiolagicos en los animales (2), y por
elle slempre es necesario un periedoe de adaptacién posterior.
Aungue la mayoria de esos cambios fisiologicos, como el peso
corporal o los niveles de corticosterona, vuelven a la normalidad tras
varios dias (3), otros valores pueden tardar semanas en
narmalizarse, como sucede con el ritmo circadiana de la
corticosterona en viajes intercontinentales (4] o con el
comportamiento sexual de hembras transportadas durante su
pubertad (5, 6). ¥ en otras circunstancias puede provoecarse un dano
no reparable, como sucede con la mayor aparicién de paladar
hendido en crias nacidas de hembras gestantes sometidas a
transporte (7). Por todo ello y desde el punto de vista de las 3 R's de
Russelly Burch, existen opiniones que identifican en el transporte de
animales vivos un problema de bienestar animal v que reclaman un
esfuerzo para aurnentar el transporte de embriones y gametos (8).

En cuanto al estatus sanitario de las instalaciones, la
importacion de material criopreservado o refrigerado puede
representar un menor peligro gue impaortar animales vivos. Por un
lado, hay patagenos como muchos parasitos, cuya presencia en
gametos o embriones podemos descartar. Ademas, si se importan
animales positivos a alguna enfermedad del listado de FELASA v
deben alojarse en cuarentena durante al menos 2 meses mientras se
rederiva la cepa, implicard que no solo se deberan establecer
medidas para impedir la transmision de esas enfermedades en el
proceso de rederivacion (como sucederia igualmente con la
importacion de gametos o embriones), sino también, habra que
controlar los animales, los materiales v el personal que entre en

contacto con ellas. Es por ello que algunos animalarios sélo aceptan
el envio de gametos o embriones y no de animales vivos (9).

For otro lado, el envio de animales vivos puede suponer, en
ocasiones, un problema debido a la presidn ejercida por los
colectivos “animalistas” sobre las companias aéreas y de transporte.
Estoya ha causado gue algunas de estas companias cancelen envios
(10}, aungue em ningun caso han cancelado el transporte de
embriones o gametos de animales de laboraterio, por lo gque al
menos algunos envios de animales modificados genéticamente
podrian solventarse con material criopreservado o refrigerado.

Por dGltimo, el envio de animales vivos puede ser
extremadamente costoso, El international Mouse Strain Resource, en
el que se muestran todas las cepas archivadas por los repositorios a
nivel internacional, indica que actualmeante existen 3.952 cepas
disponibles vivas, mientras que disponen de 48,964 cepas
criopreservadas en esperma o embriones. Es por ello bastante
frecuente que Necesitemos una cepa que sdlo existe congelada v si
solicitamos que la revitalice el repositorio, en vez de importar el
material criopreservado, la diferencia de precio puede ser hasta 8
veces superior dependiendo del repositorio que se trate. Por otra
parte, el transporte internacional de animales tiene un alto precio si
se elige una compania gue ofrezca las garantias necesarias, y sucede
lo mismo cuando lo que transportamos son “dry shippers” con
muestras criopreservadas, Sin embargo, si utilizamos el sistema de
transporte de epididimos los costes del envio son
aproximadamente 10 veces menores que los sistemas habituales -
verTabla 1 conlos datos del transporte realizadoen (11).

Método Animales | Dry shipper | Dry shipper | Paquete para
Vivos reutilizable | desechable | epididimos
Presupuesto | 1.767 44 € | 1.709.50 € 75184 € 147,30€

Tabla 1.- Presupuestos para el transposte de lineas de Hong Kong a
Alicante.
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En definitiva, el transporte de gametos o embriones presenta
numerosas ventajas para el intercambio de cepas de raton de
laboratorio y puede ser considerado, ademas, una alternativa mas
ética al transporte de animales vivos, Esto se traduce en que
repositorios como EMMA cifrasen entorno al 10% el porcentaje de
cepas exportadas como material criopreservado en los primeros
anos de la década pasada, vy que ese porcentaje se situase ya cerca
del 50% el afo pasado. En nuestro centro comenzamaos a importar
material criopreservado a mediados de 2013 e implantamos la
técnica de importacion de epididimos a finales de 2014; aun asi, v
teniendo en cuenta las 51 rederivaciones realizadas en el servicio
entre 2013 y 2016, 19 de ellas se hicieron a partir de material
criopreservado o refrigerade (37.25%; ver Grificos 1y 2).

Lineas Rederivadas 2013 - 2016

@ Animales vivos

@ Material
refrigerade-criopreservado

ITagen suminiara porla s

Grafico 1.- Materialimportado para la rederivacian de lineas en el periodo
2013-2016

Material congelado o refrigerado importado 2013 - 2016

@ Esperma congelado
@ Embriones congelados
@ Epididimos refrigerados

Imagien samintsrara por s sutoris

Grafico 2.- Material refrigerado o criopreservade importade para la
rederivacion delineas en el periodo 2013-2016,
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SISTEMAS DE TRANSPORTE DE MUESTRAS REFRIGERADAS O
CRIOPRESERVADAS

Para el transporte de gametos y/o embriones deberemos
recurrir a distintos dispositivos en funcion, fundamentalmente,
del estado del material (refrigerado o congelado) v de la duracidn
estimada del transporte, pero en general estos dispositivos
permiten el envio de una gran cantidad de muestras
simultaneamente, cosa que resulta unaimportante ventaja frente
al transporte de animales vivos.

Fara el envio de muestras congeladas generalmente se
utilizan “dry shippers” gque aseguran temperaturas cercanas a los
=200°C durante todo el trayecto, Esas temperaturas son esenciales
para el envio de embriones congelados, aunque el esperma
puede tolerar temperaturas superiores y por tanto, puede
tambign enviarse en paguetes mas sencillos con hielo seco(12),

Existen dos tipos de “dry shippers’, los desechables y los
reutilizables, Los “dry shippers” reutilizables (ver Figura 1)
podemos encontrarlos de diferentes tamanos, siendo los grandes
los mas utilizados al permitir viajes de mas de una semana de
duracion. 5u coste inicial es mas elevado gue los contenedoras
desechables (aproximadamente 10 veces mads) y por ello sélo
suelen disponer de ellos repositorios & instituciones que realizan
muchos envios. Su principal inconveniente es que hay que pagar
viaje de ida y vuelta para recuperar el envase y esto, asociado a su
peso y volumen, hace que el coste asociado de su transporte para
envios internacionales sea aproximadamente el mismo que
cuando se transportan animales vivos. Por otra parte, los “dry
shippers” desechables {ver Figura 2) son pequenos, ligeros
{menos de 5 Kg cuando estan cargados) y atiles solo en
transportes de menos de 4 dias. Su uso es relativamente
economico para realizar envios puntuales, al ser asequibles y
tener un coste asociado a su transporte mas bajo que en el caso de
los contenedores reutilizables (aproximadamente la mitad).
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En el caso de las muestras refrigeradas suelen utilizarse
pequeias cajas de poliestireno expandido, con un térmo u otro
dispositivo que contiene las muestras y rodeado de acumuladores
de frio (ver Figura 3). Como va se ha comentado, su principal
ventaja es el coste, ya que los paguetes pueden enviarse sin
requerir medidas especiales por parte de la empresa de
transporte. Aun asi, |a principal desventaja de estos métodos es
que las muestras tienen una viabilidad limitada y por tanto,
cualquier fallo en la cadena de transporte, retraso en aduanas, ete,
puede hacerfallar el envio.

Imuagen v

Figura 1.-Imagenes de undry shipper“reutilizable.

Imagen surinistrads por ka suioels

Figura 3.- Imagen de una caja de poliestirenc expandido para el envio de
muestras refrigeradas,

TRAMNSPORTE DE EMBRIONES

Irmaageen suminisas por la suncs

Figura 2.-Imagen de un“dry shipperdesechable. Los embriones de raton pueden transportarse en estado
refrigerado o congelado, aungue el envio de embriones
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refrigerados no es muy habitual va que sdlo pueden mantener su
viabilidad alrededor de 96 horas cuando se conservan a4°C {13) y
ademads, requiere una elevada coordinacian entre las
instalaciones para tener preparadas a la recepcion hembras
pseudogestantes para realizar la transferencia.

El transporte de embriones congelados era, hasta hace poco
tiempo, el método habitual de intercambio de cepas de ratén con
material criopreservado, ya que la criopreservacian de embrioneas
ha sido durante varias décadas el método de eleccion a la hora de
archivar cepas de ratdn por su elevada fiabilidad. Un hecho que
facilita el intercambio de embriones congelados es que muchas
cepas se encuentran congeladas con el mismo método, que se
establecid como el método estandar para un gran ndmero de
repositorios e instituciones, como sucede por ejemplo en nuestro
propio laboratorio. Conocer el método de congelacion resulta
esencial, yva que en funcion de eso variara el método de
descongelacion. El método de congelacian lenta en 2 células de
Renard y Babinet (14) fue elegido por su elevada fiabilidad vy
especialmente por la facilidad para llevar a cabo el proceso de
descongelacian, lo que ayuda a que los laboratorios receptores
puedan recuperar las muestras sin problemas. De todas maneras,
en la actualidad las importantisimas mejoras conseguidas con el
uso de esperma congelado han relegado a un segundo plano ala
criopreservacion de embriones y su transporte, aunque si
tenemaos interés en cepas criopreservadas en estado
homocigatico o en cepas que fueron criopreservadas y
eliminadas hace anos, lo normal es que solo haya embriones
disponibles.

Los métodos que hemes descrito implican que en la
instalacién de origen y en la de destino se cuente con personal
especializado que puedan obtener los embriones y transferirlos,
respectivamente. 5in embargo, se pueden enviar de manera
alternativa, aungue con menor viabilidad, los embriones en el
interior del oviducto a temperaturas de refrigeracion (15), no
siendo necesario el especialista en lainstalacidn de origen.

TRANSPORTE DE ESPERMA CONGELADO

El envio de esperma criopreservado es probablemente el
método mas utilizado a dia de hoy para el intercambio de cepas
de ratdn sin transportar animales vivos [16] ¥ el método de
eleccion para archivar cepas gracias a su fiabilidad y sus multiples
ventajas respecto a la criopreservacidn embrionaria: es sencillo,
rapido, barato, y pueden obtenerse potencialmente muchos mas
animales que con los embricnes congelados. Es por elle que en
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nuestro caso mas del 90% de las cepas se criopreserven con
esperma y que en los repositorios, el nimero de cepas
dispanibles en el IMSR en forma de esperma congelado haya
superado ya alas cepas congeladas con embriones (26,267 frente
a22.697).

Se ha generalizado a nivel internacienal el use de dos
métodos distintos para la criopreservacion de esperma: uno gue
surge en los laboratorios Jackson en EEUL (17) y otro que surge en
el laboratorio de Maomi Makagata en el CARD (Center for Animal
Resources and Development) en lapdn (18). Los dos métodos y
otros que podemos encontrar son validos (19), pero resulta
esencial a la hora de recuperar la muestra conocer cual fue el
utilizado, ya que aungue el método de descongelaciaon pueda ser
similar, la planificacion de la fecundacién in vitro variara bastante,
dado que puede existir una diferencia importante en la
concentracian de las muestras (por ejemplo, las muestras
espermdticas congeladas con el métedo Jackson estan unas 10
veces mas diluidas que las del método CARD).

Para la revitalizacidn de las muestras, la inseminacion artificial
an el ratdn no es muy eficients (20) y por ello, el transporte de
esperma congelado presenta la desventaja que para recuperar la
linea es necesario producir los embriones primerg, requiriendo de
un laboratorio que realice la fecundacion invitro (FIV).

TRANSPORTE DE EPIDIDIMOS REFRIGERADOS

El transporte de epididimos refrigerados como método para
enviar cepas de raton se describio por primera vez hace mas de 10
afos (21); sin embargo, ha sido recientemente cuando gracias a
ciertas mejoras, el método ha adgquirido un mayor uso y
reconocimiento. El sistema publicado por Takeo y Makagata en
2012 (22) establecia como pueden obtenerse crias vivas a partir
de epididimos transportados por un maximo de 3 dias a
temperatura de refrigeracidn. En 2014, los mismos investigadores
demaostraron como el esperma obtenido de epididimos
refrigerados transportados durante 3 dias puede ser
postericrmente congelado y descongelado para obtener crias
wivas (23], Esto eliminaba una de las limitaciones mas importantes
que tenian los métodos de transporte refrigerados, la necesidad
de usar las muestras a su recepcion, aunque el método seguia
teniendo una importante limitacién en cuanto a la duracidn
maxima del transporte (3 dias). Recientemente, nuestro grupo ha
publicado un articulo en el que describimos que con una mejora
en las condiciones de transporte ¥ una cuidadosa seleccion
espermatica, se podia aumentar sustancialmente el periodo en el
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gue los epididimos pueden ser una alternativa viable para
transportar cepas de ratones, consiguiendo recuperar animales
hasta después de transportar epididimos refrigerados durante 8
dias, vde congelary descongelar el esperma (11).

Este sisterma presenta muchas ventajas, como que en el
animalario de origen no se necesita nitrdgeno liguido, ni un
especialista en criopreservacion, o que los tramites burocraticos
para la importaciaon son mucho mas sencillos que en el caso de los
embriones, esperma o animales vivos al no ser necesaria la firma
del veterinario oficial en origen; v ademas, su transporte es muy
economico. 5u principal desventaja radica, al igual que en el caso
anterior, en que es necesario un laboratorio que realice la FIV para
recuperar las muestras, lo que hace gue su uso sea limitado
debido al desconocimiento gque existe sobre esta técnica. Aun asi,
el repositorio CARD en Japon indica haber enviado mas del 50%
de sus muestras en los Gltimos anos mediante este método.

CONCLUSIONES

La creciente generalizacidon de las técnicas de
criopreservacion v reproduccion asistida en ratdn hace que el
intercambio de cepas de raton sin necesidad de transportar
anirnales vivos sea una alternativa viable y efectiva. Estas técnicas
presentan ademas numerosas ventajas respecto al transporte
clasico de ratones vivos: en los repositorios hay mas cepas
congeladas que vivas, su compra en estado criopreservado es
mucho mas econdmica, los costes del transporte son menores,
pueden implicar menos riesgos sanitarios, permiten transportar
mads animales y lineas en menor espacio, son una opcion para
saltar bloqueos de transporte ya sea por presiones animalistas o
por temperaturas extremas, pero sobre todo y de manera
impartante, suponen una buena opcion de refinamiento, ya que
desde el punto de vista de las 3R’s existen numerosos trabajos
gue evidencian cdmo el bienestar de los animales transportados
puede verse afactado,

BIBLIOGRAFIA

1. Syversen E., Pineda F.)., and Watson J. Temperature variations recorded
during interinstitutional air shipments of lmborarory mice, ] Am Assoc Lab
Anim Sci. 2008, 47(1:31-6,

2. National Research Council (US) Committee on Guidelines for the
Hurnane Transportation of Laboratory Animals. Guidelimes for the
Humane Transpartation of Research Animals. Washington (DC): National
Academies Press (U5) 2006. Disponible en:
https:fwwwenchinimonib.gow/books/NBK 19637/

3. Van Ruiven R., Meijer G.W., van Zutphen LEM., et al. Adaptation period
oflaboratary animals after transport: a review. Scandinavian Journal for
Labaratory Animal Sciernce 1996, 23(4):185-90,

4, Weinert [, Elmert H,, Erkert H.G., et al. Resynchronization of the
circadian corticasterone rhythm after a light/dark shift in juvenile and
adult mice. Chronobiol Int, 1994, 11(4):222-31.

5. Laroche ), Gasbarro L, Herman P, et al. Reduced behavioral response
to gonadal hormones in mice shipped during the
penpubertaliadolescent perad, Endocrinalogy 2009, 150(5):2351-8,

6. Ismail M, Garas B, and Blaustein LD, Long-term effects of pubertal
stressors on female sexual receptivity and estrogen receptor-alpha
expression inCD-1 fermale mice. Horm Behav, 201 1, 59(4):565-71.

7. Brown K.5, lohnston M.C,, and Niswander LD, lsolated cleft palate in
mice after transpartation during gestation. Teratalogy 1972, 5(1):119-
24,

8. Quigley C. Lost in transit - a forgotten rodent wellare issue? Altern Lab
Anim, 2013, 41(1):P8-9.

9. Morenao-delVal G. Designing, planing and executing a large scale in vitro
fertilization {IVF) and embryo cryopresenviation program for the moving
of a research group with their 24 mouse mutant strains. | Congreso
Ibérico para las Ciencias del Animal de Laboratorio (X Congreso
SECAL- Il Congresa SPCAL); Caceres 2015,

10. Pain E. Canary islands scientists up in arms after airlines stop shipping
research animals. Science 201 6.

11, Moreno-Del Val G, and Munoz-Robledano P. Revitalizing genetically-
madified mouse strains using frozen-thawed sperm after up fo 192 h of
refrigerated epididymis transportation. Lab Anim, 2017,
DON:10.1177/0023677 217692612

12, Okamoto M., Nakagata N, and Toyoda Y. Cryopreservation and
transport of mouse spermatozoa at -79 degrees C. Exp Anim, 2001,
50(1):83-6.

13, Harikoshi ¥, Takeo T, and Nakagata M. N-acetyl cysteine prolonged the
developmental ability of mouse two-cell embryos against oxidative stress
atrefrigerated temperatures. Cryobiclogy 2016, 7.2(3):198-204.

14.Renard LF. and Babinet C. High survival of mouse embryos after rapid
freezing and thawing inside plastic straws with 1-2 propanediol as
cryoprotectant. ) Exp Zool, 1984, 230(3):443-8.

15, Kamirmura E, Nakashima T, Ogawa M, et al. Study of low-température (4
degrees C) transport of mouse twa-cell embryos enclosed in oviducts,
Comp Med. 2003, 53(4):393-6,

16, Awasthi PR, French CF, Sztein )., et ol Frozen sperm as analternative to
shipping live mice. Contemp Top Lab Anim Sci. 2003, 42(5k8-11.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK19637/

Articulos ANIMALES DE LABORATORIO

Primavera 2017, NOomera 73

17, Ostermeier G.C., Wiles M.V,
maraging genetically modif;
PLo% One 2008, 3(7 22792,

rley 1.5., etal. Conserving, distributing and
Ted mouse lines by sperm cryopreservation.

18, TakeoT, and Makagata M. Combination medium of g 1QEnts

cantaining L-glutamine and methyl- -cyclodextr
med ¥

ids a high fertilization rate for cryopreser
sperm. Laboratory Animals 2010, 44

ryoprotectiv
n g preincubation
ed C57BLAG) mouse

132-7

Qmpanson of permeating and

Jig SPerm CFYapreservation

monsurgical o rotocol using the N3ET device for
sperm transfer in mice without anesthesia, Transgenic Res. 2015,

241477581

J

.Maochida K., Ohkawa M., Inoue K., et al. Birth of mice after in vitra
fertilization wsing C57BLS sperm transported within epididymides at
reratures, Theriogenology 2005, 64(1):135-43.

refrigera

22 Takeo T, Tsutsumi A, Omaru T, ef al. Esfal
for mouse epididymal sperm at refrigerated temperatures. Cryobiology
2012,65(3):163-B.

ishment of @ transport system

23, Takeo T, Fukumoto K., Kondo T, et al Investigations of motility and
fertilization petential in thawed cryopreserved mouse sperm from cold
stored epididymides. Cryobiclogy 2014, 68(1):12-7

L4

USTED
TAMBIEN
PUEDE SER
PARTE DE
LA SECAL

www.secal.es


http://secal.es/

EN

People are talking.

=Allentown=

Sodispan Research ha incorporado a su portfolio de representadas a la compafiia americana Allentown.

La fiabilidad, el rendimiento, la calidad, el valor, |a experiencia en la fabricacion y el esmerado servicio al

cliente, hacen de Allentown la mejor alternativa en soluciones de alojamiento de los animales utilizados
en la investigacion biomédica.

email: sodispan@sodispan.com
teléfono: 629 039 890 WWW.SODISPAN.COM



http://www.sodispan.com/

Articulos

ANIMALES DE LABORATORIO
Prirnavera 2017. Nimera 73

Percepcion del usuario del animal de laboratorio
sobre analgesia, anestesia y eutanasia en roedores

Ivdn Ortega-Sdez, Sergi Vila y Garikoitz Azkona

Unidad de Experimentacidn Animal de Medicina, Centros Cientificos y Tecnoldgicos de la Universidad de Barcelona (CCITUB)

INTRODUCCION

El Consejo de Bienestar de los Animales de Granja establecio las
“cinco libertades” como indicadores generales de bienestar animal
(FAWC, 1979). Estas libertades hacen referencia a que todo animal
dabe estar libre de hambruna v sed, libre de malestar, libre de dolor,
heridas o enfermedades, libre para expresar los comportamientos
naturales de la especie y libre de sentir miedo o sufrimiento.
Desgraciadamente, la investigacion cientifica afecta directamente a
cada una de ellas. Es por ello, que uno de los retos de los
investigadores es el de intentar disminuir la tension entre el
potencial beneficio de los resultados cientificos y la necesidad de
mantener el bienestar de los animales utilizados para este fin (Smith,
2006).

El principio de las tres Rs para el uso de animales utilizados con
fines cientificos establece que se debe hacer todo lo posible para
Remplazarlos siempre que sea posible por métodos alternativos
fjue no usen animales vivos, Reducir su ndmero al minimo necesario
para obtener resultados cientificamente validos v Refinar los
experimentos para causar el minimo dolor o sufrimiento (Russell v
Burch, 1959). Estos principios se han establecide como
consideraciones esenciales en la experimentacion animal
influenciando la legislacion vigente {2010/63/UE) v mejorando la
calidad de la clencia (Flecknell, 200:2).

5i bien existe un mayor consenso en cuanto a los principios de
remplazo v de reduccidn, en la implementacidn del principio de
refinamiento es donde ha surgido mayor controversia (Flecknell,
1994}, Dentro del refinamiento, Russell v Burch identificaron dos
tipos de dreas, la inhumanidad contingente v la directa. El concepto
de inhumanidad contingente, dolor o sufrimiento causado por el
alojamiento de los animales en un laboratorio de investigacion,
enfatiza la necesidad de considerar toda la duracion de la vida del
animal, desde que nace hasta el método eutanasico empleado al
final del estudio, Por otre lado, la inhumanidad directa hace
referencia al dolor o al sufrimiento causado como resultado directo
de los procedimientos de investigacidn (Russell y Burch, 1959).

Aungue se han hecho muchos progresos en el area del
refinamiento, intreduciendo mas puntos finales humanitaritos en
los experimentos (Hendirksen y Morton, 199%), métodos de
enriquecimiento ambiental (Baumans, 2000; Stauffacher, 2000 y
Fraser et al, 2000} o administrando analgesia (Coulter ef al., 2009 y
Stokes ef al, 2009), gran parte de nuestro juicio sobre lo que
representa el Refinamiento se basa en poco mas que en el sentido
comin, gue no tiene porgque ser el acertado (Flecknell, 2002). El
ahjetivo de este trabajo ha sido el de conocer la percepcion del
usuario del animal de laboratorio sobre aspectos relacionados con
la inhumanidad directa, como son la analgesia, la anestesia vy la
eutanasia,

MATERIALY METODOS

Con el fin de conocer la percepcion de los investigadores que
trabajan con roedores de laboratorio sobre aspectos relacionados
conlaanalgesia, la anestesia y la eutanasia, disefamos una encuesta
en versidn on-fine (plataforma Drive de Google), facilitando asi la
difusion de la misma por e-mail (lista de distribucion de |2 Sociedad
Espafiola para las Ciencias del Animal de Laboratorio vy la de los
usuarios de las Unidades de Experimentacion Animal de Medicinay
Sant Joan de Déu de la Universidad de Barcelona). La encuesta
consistiaen 10 preguntas con diferentes opciones de respuesta.

RESULTADOS

La encuesta la realizaron 271 usuarios de animales de
laboratorio que trabajan tanto con rata como raton, De los
encuestados, el 54.2% fueron mujeres y el 35.8% hombres, con una
edad media de 3B afios. En cuanto a los estudios, el 61.6% son
doctores, el 26.6% tienen una licenciatura, el 10.7% formacion
profesional v el 1.1% restante el bachiller. La gran mayoria de
participantes trabajan en Catalufa (65.3%), pero también
participaron usuarios de la Comunidad Valenciana (10.3%), Madrid
(9.2%), Fais Vasco (5.5%), Andalucia (5.3%), Castilla la Mancha (3%),
Castilla Ledn {1.1%) v Murcia (0.4%).
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Mas interesaba saber si los usuarios perciben como necesario al

uso de la analgesia en las intervenciones quirdrgicas y si es antes, 100
durante o después de la operacion. Para ello se les pregunitd si creian 20
necesario el uso de analgesia pre-, intra- y post-operatoria, dando gg
coma respuestas posibles si, no o tal vez. El 51.3% de los usuarios 60
que contestaron la encuesta creen necesario, en cualquier caso, 50
administrar analgesia antes de la intervencion, mientras que al 40
34.7% tal vez la pondria, v &l 14% no creen necesaria la ;g
administracion de analgesia pre-operatoria (ver Figura 14). Durante 10
la intervencidn, el 43.9% de los usuarios aplicaria analgesia, el 40.2% 0 s E % 2 2 2 2 1 2
tal vez, v el 15.9% restante nunca (ver Figura 18). Finalmente, el £ § E § & £ 5 4 £
78.6% de los encuestados creen necesario el uso de analgesia ; B g E Z § % = 3-
después de la intervencion, el 19.2% tal vez v el 2.2% no g E E i E g =
administrarian nunca analgesia tras una operacion (ver Figura 1C). a e =
maggen suminiviida por e autonia
A. Pre-operatoria B. Intrl-uperltnrin Figura 2.- Representacidn grifica en porcentajes de los principales

anabgiésicos utilizados en roedores,

Referente a la anestesia, practicamente la totalidad de los
participantes, un 99.3%, contestaron que es necesario el uso de
anestesicos para llevar a cabo una intervencion quirirgica (ver Figura
3A), mlentras gue solamente el 39.9% de los usuarlos respondieron
que utilizan anestesia local en sus cirugias (ver Figura 38),

A. ;Crees necesario el uso
C. Post-operatoria de anestesia en una

intervencian quirdrgica?

® si
@ No

. No
@ Talvez

B. ;Usas anestesia local

&n tus intervenciones

Imagen waminidrada pos ls sutcris 5@ =
quirdargicas?

@ si
® No

Figura 1.- Representacion grafica en porcentajes del (A) uso de analgesia
pre-operatoria, (B) intra-operatoria y (C) post-operatoria.

Otro de los aspectos que nos intereso hizo referencia a los
farmacos que utilizaban los participantes como analgésicos en
ratones y ratas. La buprenorfina es el farmaco mas utilizado por los
usuarios que contestaron la encuesta, ya que el 63.8% de ellos la P o :

jlizan habitual il del nelood 30.5%, v el Figura 3.- Representacian grafica en porcentajes del (A} uso de anestesia
utilizan habitualmente, seguida del meloxicam con un 30.5%, y € en intervenciones quirdrgicas v (Bl use de anestesia local en
paracetamol, un 12.3% (ver Figura 2). intervenciones quirirgicas.

Imagen i nisirds por i arioel
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Eneste apartado también preguntamos sobre los firmacos mas
utilizados por los wsuarios para anestesiar los animales y los
resultados mostraron que el 71.6% administra isofluorano. El
sequndo farmaco mds utilizado fue la ketamina (67 4%), sequido de
la xilacina (53.4%), El 15.5% de los usuarios utilizan el pentobarbital
para sus intervenciones quirdrgicas, mientras que solamente el
11.4% la medetomidina (ver Figura 4).

Isoflurano

Ketamina
Xilacina
Uretano

Diazepam

Tiopental
Avertine

Midazolam

Servofluranc

Pentobarbital

Medetomidina

Hidrato de Claral

Imuagen saminidrasds pos by sutcris

Figura 4.- Representacion grafica en porcentajes de los principales
anestiésicos utilizados en roedores.

Otra de las preguntas estaba dirigida a saber si los usuarios
sequian algin tipo de protocolo de supervision durante sus
investigaciones y el 94.1% de los encuestados contestd

afirmativamente.

Imagen sumisisads por ls ausons

Figura 5.- Representacion gréfica en porcentajes del uso de protocolos de
supervision.

En la cuestidn nimero 9 preguntabamos sobre la percepeidn de
los usuarios sobre lo desagradable que les puede resultar aplicar

ANIMALES DE LABORATORLO
Prirnavera 2017. Nimera 73

diferentes técnicas para eutanasiar roedores. Para ello se les pidid
que valoraran 4 métodos eutandsicos clasificdndalos del 1 al 4,
slendo el 1 el menos desagradable. Los datos maostraron que el
método menos desagradable de aplicar era la sobredosis de
anestésico, sequido de la aplicacidn de didgxido de carbono (CO) v la
dislocacion cervical, siendo el mas desagradable la decapitacian (ver
Figuraa).

@1 02 93 94
150
100
50
a
Didxido Sobredosisde  Decapitacion Dislocacion
de carbono anestésico cervical

Imagen susinistiada gorla auosia

Figura 6.- Representacion grafica de la clasificacion sobre la percepcian de
los usuarios ante los diferentes métodos eutandsicos, siendo 1 el
percibida coma menos desagradable y 4 el mias desagradable.

Por ultimo, quisimaos saber cudl era el método mas utilizado por
los wsuarios para confirmar la muerte del animal. Los encuestados
contestaron que €l método mas utilizado es la luxacion cervical
(59.8%), seguido de la confirmacion del cese permanente de la
circulacion (32.8%), confirmacion del rigor mortis (25.8%),
desangramiento (14.4%), destruccion del cerebro (7.4%) mientras
gue un 4.8% no utiliza ningdn metodo para confirmar la muerte (ver
Figura 7).
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pETTAnEDE e whgar
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Figura 7.- Representacidn grifica en porcentajes sobre los métodos
confirmatarios de la muerte del animal,
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DISCUSION

Reducir el sufrimiento de los animales mediante técnicas de
refinamiento es un componente importante de la buena practica
cientifica (Hawkins et al, 2009). Esta encuesta nos ha permitido
conocer ¥ evaluar la percepcion de los usuarios de roedores de
laboratorio sobre la aplicacién de técnicas para reducir el dolor o
la angustia.

Los resultados muestran gue comao minimo la mitad de los
encuestados utilizan analgesia antes, durante o después de sus
intervenciones quirdrgicas. Sin embarge, la administracién de
agentes analgésicos post-operatorio deberia de alcanzar el 100%,
ynollega al 80%. En un trabajo anterior se observo un incremento
del uso de analgesia por parte de la comunidad cientifica
asociado altiempo, aungue solamente el 209 de los estudiosen el
que se describian procedimientos quinirgicos especificaban la
administracian de agentes anestésicos (Stokes et al, 2009), En
nuestro trabajo no podemos valorar si ha aumentado la
concienciacion de los usuarios sobre el dolor producido por una
intervencion quirdrgica, por lo que seria interesante volver a
repetir esta encuesta dentro de 5 anos. Fasado este tiempo,
podremos determinar si habrd o no una mayor concienciacion
sobre el uso de analgesia pre-, intra- v post-operatoria en
roedores. Por otro lado, hemos podido observar que el farmaco
mas utilizado es la buprenarfina, mismao resultado observado en
el trabajo mencionado anteriormente (Stokes et all, 2009).

En cuanto ala anestesia, casi el total de los usuarios la utilizan
en sus intervenciones quirdrgicas. Queremos suponer que las dos
personas que contestaron que no, fue por un error, Tanto el uso de
anestesia inhalatoria como la parenteral estan equiparadas,
siendo los farmacos mas utilizados el isoflorano, la ketamina y la
xilacina, resultados similares observados en un trabajo previo
(Stokes etal, 2009). 5in embargo, segunindican los datos el uso de
anestesia local no esta muy extendido.

Pedimos a los encuestados que valoraran numéricamente lo
desagradable que puede resultar la aplicacion de diferentes
meétodos eutandsicos recogidos en el RD53/201 3, Los resultados
maostraron que los métodos menos desagradables son los gue
aplican agentes inhalatorios o parenterales para la eutanasia,
mientras que los dos métodos fisicos son los que mas rechazo
provocan. En una encuesta electronica realizada durante la
segunda reunidn de Newcastle sobre eutanasia en animales de
laboratorio, los participantes contestaron que los métodos
eutandsicos que utilizaban con mas frecuencia eran el CO, y la

dislocacidn cervical en raton, mientras que en rata fueron el CO,
seguido de la sobredosis de anestesia parenteral (Hawkins et al.,
2016). En esta conferencia se concluyd que existen métodos
eutanasicos menos humanitarios que otros, como por ejemplo el
utilizar gases inertes como el argdn o el nitrdégeno para producir
anoxia frente a otros agentas inhalatorios. El CO, ha de
administrarse de forma creciente, aungue existen evidencias de
que los anestésicos volatiles proveen un potencial refinamiento
frente al CO, o la anoxia para eutanasiar los animales, En cuanto al
uso de métodos fisicos, el informe determina que la decapitacion
no deberd de utilizarse de forma rutinarla v que la dislocacidn
cervical es un método eutanasico que solamente lo podran
realizar personal cualificado (Hawkins etal, 201 6).

Por ultimo, los resultados mostraron que de entre todos los
métodos de confirmacion de muerte del animal descritos en el
RD53/2013 laluxacion cervical era el mas utilizado, Este resultado
podria estar mas relacionado con el método utilizado por los
encuestados cuando se trata de ratdn, y pone de manifiesto gue,
si bien la encuesta estaba orientada a usuvarios de roedores,
deberiamos de haber separado esta pregunta de la encuesta por
especie, y realizar una para ratdn y otra para rata, con el fin de
tener unos datos mas concluyentes por especie,

Alin y todo, y teniendo en cuenta todas las limitacionas como
pueden ser el anonimato de una encuesta realizada on-fine v la
falta de separacién por especies en algunas preguntas, nuestros
datos indican que la mayoria de investigadores son conscientes
del dolor yfo sufrimiento que puede causar a un animal una
intervencidn quirdrgica, Seria muy interesante utilizar estos datos
como punto de partida y realizar la misma encuesta dentro de 5
afios, con el fin de valorar si, por ejemple, los programas de
concienciacion del uso de analgesia surten efecto ¥ su uso post-
operatorio alcanza el 100%.
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Refinamiento en los muestreos de sangre
seriados en rata con el uso del Pinport

Violeta Solis, John Sparrowe, Magdalena Jiménez, Julia Sdnchez, Angeles Talavante, Cristina Mufioz y Antonio Martinez
GlaxoSmithKiine 1+D. In Viva Sclence & Delivery, Diseases of the Developing World, Tres Cantos, Madrid

INTRODUCCION

En el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es
necesario realizar estudios defarmacocinética (PK) enroedores,
con la finalidad de determinar las propiedades
farmacocinéticas de las nuevas entidades quimicas y poder
progresar los mejores compuestos para el desarrollo de nuevos
tratamientos.

En nuestro centro, las farmacocinéticas em rata se llevan a
cabo en animales con una via permanente como método de
refinamiento (como recomienda el National Centre for the
Replacement Refinement & Reduction of Animals in Research-
MC3Rs), al permitir recoger las muestras de sangre sintener gue
utilizar un cepo para inmovilizar al animal, ni tener que realizar
venopuncign de las venas de la cola. Para ello, se implanta
guirdrgicamente un catéter en la vena yugular de la rata y se
exterioriza a través de la zona interescapular para evitar que el
animal pueda dafarlo. La canulacion de la vena yugular es la
mas utilizada en estudios de PK (Peternel et al. 2010),
prefiriéndose sobre la femoral al no afectar a la locomocion
(Torres-Reverdn ef al. 2006). La recuperacion de esta cirugia es
rapida: los animales pierden poco peso y a los cuatro dias va
exhiben niveles bajos de ACTH (hormona adrenocorticotropa)
y corticosterona, asi como una actividad circadiana normal
(Thrivikraman et al. 2002, Peternel et al. 2010). Por todo esto, la
canulacién de la vena yugular es el método de eleccién para
teneraccesoaunavia central y permitir los muestreos repetidos
desangre en los estudiosde PK.

Una vez que tenemos a los animales canulados, existen
diferentes métodos de exteriorizacidn y acceso al catéter para
obtener las muestras de sangre, que tienen el potencial de
afectar al bienestar de los animales en mayor o menor grado.
Estetrabajorefleja el refinamiento que hemos llevado a cabo en

el sistema de extericrizacion y acceso al catéter para la toma de
muestras seriadasdePKenrata.

Todos los estudios con animales pasaron por una revision
ética y se llevaron a cabo de acuerdo con al Real Decreto
53/2013 v la politica interna de G5K sobre el cuidado,
bienestarytratoéticoalosanimales.

MATERIALES

Los materiales especificos requeridos para esta téenlca se
detallan a continuacion;

1. Finport

El Pinport (Instech®) es un tapon intermitente para catéter
especialmente disenado para rata y ratdn. Tiene un peso (0.1 g) y
un volumen muerto (3 pl) muy reducidos y permite la toma de
muestras de sangre de una forma limpia, sencilla y rdpida. Con
respecto al uso de un catéter con tapan metalico, el Finport
simplifica la toma de muestras al no tener que pinzarlo en los
cambios de jeringuilla (3 pasos frente a 9). Para evitar el riesgo de
pincharse con la aguja en la toma de muestras, se utiliza un
inyector con la aguja cubierta y que encaja en el Pinport (ver
Figura 1).

Imagen suminisads por s suwons

Figura 1.- Detalle del Pinport de 22G v de la aguja modificada (inyector)

que se usa para recoger muestras de sangre del catéter.
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2, Catéter

El catéter (poliuretano 3Fr, con dos olivas de retencion, Instech™)
se compra estérily envasado en pagquetes individuales.

51 el coste es un factor limitante, se puede comprar en rollo v
cortar cuidadosamente secciones de la longitud que se reguiera,
pero debe tenerse mucho cuidado para que el corte sea lo mas
limpio posible. En este caso, los catéteres deben desinfectarse
previamente a la cirugia; se envasan en bolsas con filtro y se
esterilizan externamente mediante vapor de perdxido de
hidrageno, Para desinfectar el lumen del catéter, al menos una hora
antes de la cirugia, se rellena el catéter con enrofloxacing. El
antibidtico debe retirarse antes de implantar el catéter (ver Figura 2).

a L8 LN
Imagen saminbirads por by seboris

Figura 2.- Catéter preparado para la cirugia tras lavar el enrofloxacing, La
jeringuilla contiene saling heparinizado v lleva una aguja sin
punta (Instech] que se ajusta en el catéter sin que haya riesgo de

agujerearlo.
3. Heparina

Seutilizan dos soluciones diferantes con heparina sodica;

- Una concentracion de 20 UlYml en solucion salina para la
cirugiay los muestreos iniciales, de mayor frecuencia.

- Una concentracion de 500 U/ml en glicerol al 50%
(solucion lock), para rellenar el catéter durante el tiempo
que no seva a utilizar y evitar gue la sangre en el extremo
interno se coagule,

4. Tapones metalicos

Entre el dia de la cirugia y el dia de estudio, el catéter se cierra
con un tapon metalico en vez de un Pinport (ver Figura 3). Esto
reduce |as posibilidades de que la rata pueda tirar del catéter y
arrancarselo,

Imagen suminiseada por la aumoria

Figura 3.- Rata preparada para poner el Pinport dentro de una JollyBall, se
puede apreciar el catéter cerrado con el tapdn metdlico.

PROCEDIMIENTO

Las ratas deben operarse una sermana antes del estudio para
darles tiempo arecuperarse completamente de la cirugia,

1. Premedicacionyanestesia

Los animales se premedican con midazolam (i.p. 2 mg/kg) v
atropina (ip. 0.05 ma/kg). Como anestesia se utiliza Isoflurano al
3% para la induccidn y al 2% para el mantenimiento. Una vez
anestesiado el animal, se rasura el pelo del area derecha del cuello
y de entre las escdpulas. La piel se desinfecta con etanal 70% -
yodo - etanol 70% v se aplica crema EMLA en las zonas rasuradas
como anestésico local. Ya con |a rata sobre la mesa guirdrgica, se
administra enrofloxacing (s.c. 20 ma'kg) v para la analgesia,
dexketoprofeno trometamol (i, 2 mg/kg). Se utiliza colirio
(Lacryvisc®) para proteger los ojos.

2. Tecnica guirdrgica

Fara llevarla a cabo se utilizd un método modificado a partir
deWaynforth & Flecknell (1999).

La rata se sitta en decubito supino, con la cabeza hacia el
cirujano, sobre una manta térmica a 37 C cubierta con un pafo
esteril, 5e hace un cortede 1-1.5cmen la zona derecha dal cuello v
se diseca la yugular derecha mediante diseccign roma. 5e pasan
dos hebras de seda de 4-0 bajo la yugular y se anuda y cierra el
extremo craneal. El caudal se anuda pero se deja suelto. 5e dobla
la punta de una aguja de 21G en dngulo recto y se usa como
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introductor, punzando y levantando la yugular para poder
intreducir el catéter (ver Figura 4). La longitud del catéter a
intraducir en la vena se establece segdn la grafica de la Figura 5.
Una vez introducida la longitud adecuada del catéter, se anuda la
ligadura caudal sobre éste. 5e comprueba que pueda extraerse
sangre y se lava con la solucion heparinafsaling, La sutura craneal
se vuelve a anudar, esta vez sobre el catéter para una mejor
sujecidn del mismo, Para mayor sequridad, una vez cortados los
extramos de |las suturas, se fijan ambos nudos con pegamento
quirdrgico (Histoacryl®). Se pasa el catéter subcutineamente
hasta la parte posterior del cuello y se exterioriza entre las
escapulas. Para ello, se utiliza una aguja de 140G para abrir un
pequefio orificio en la piel y a través de ella se saca el catéter; se
deja fuera una pequena porcidn del mismo (aproximadamente 15
mmy). Bajo |a piel se deja también una pequena porcion del catéter
(10-15 mm)}, por seguridad en caso de tirones. La porcidn exterior
del catéter se sujeta a la piel con pegamento quirdrgico o con
sutura de 4-0 sitiene olivas de retencion.

4 T
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Figurad.- Introductor del catéter. A, Preparacién del introductor, una
aguja de 21G con la punta doblada con una pinza Adson, B.
Resultado final.
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Figura5.- Seccion del catéter que se introduce en la yugular
dependiendo del peso de la rata (a partir de Waynforth &
Flecknell 199%; la linea de puntos indica datos extrapolados a
partir de |a referencia indicadal.
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Se cierra la incision del cuelle con grapas, normalmente dos
serdn suficientes. Se coloca al animal en decdbito prono y se
vuelve a comprobar que el catéter funciona correctamente, El
catéter se rellena con la solucion fock en un volumen que supere al
volumen muerto del catéter en unos 30-40 pl. El volumen muerto
en plse calcula multiplicando la longitud del catéter en om por 3.2.

El catéter se cierra con un tapén metilico de 23G {Instech®)
hasta el dia dela PK, cuando se sustituye por el Finport, a través del
que se puede obtener la muestra de sangre directamente con una
aguja maodificada (ver Figura ).
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Figura &.- Toma de una muestra de sangre con 2l Finport, La jeringuilla
que tiene el operaric es para la recogida de la muestra de
sangre; la que esta en la mesa es la que se utiliza para lavar el
catétercon salino.

3. Cuidados postoperatorios

Al terminar la cirugia, las ratas se colocan individualments en
una cubeta limpia dentro de un armario calefactor a 35 °C, hasta
que estén completamente despiertas. Para facilitarles el acceso a
la comida y a la bebida en las 24 horas posteriores a la cirugia, se
pone en la cubeta dos bolas con aroma a chocolate como premio
(Supreme Minitreats chocolate flavour, Datesand®), un pufado de
pellets y media taza de agua en gel (Hydrogel, Clear H.O®).
Ademas, sele pone la tapa a la jaula con plenso y biberdn.

Los animales no deben mostrar ningun sintoma de dolor o
malestar a las 24 horas de la operacidn. Silo mostraran, se pueden
tratar con un AINE. La evolucion del peso es una buena indicacion
del estado de los animales; si éste es optimo, deben haber
recuperado el peso prequinirgicoalas 48 horas,
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4. Mantenimiento del catéter

El catéter requiere poco mantenimiento, dnicamente el dia
anterior al estudio de PK (aproximadamente 5 dias tras la
operacian) se comprueba la permeabilidad de los catéteres, Para
ellg, se empujan 50 pl de solucidn lock, se retiran 50 pl de sangre v
se lava con 100 pl de solucidn heparina/salino. Luego se rellena el
catéter de nuevo con solucidn feck. El dia del estudio de PK se
vuelve a comprobar y se sustituye el tapon metélico por el Pinport
que se mantiene asi hasta el final del estudio.

5. Muestreos

Los muestreos con Pinport suponen tres pasos:

- Paso 1. Se retira la solucidn lock, mezclada con una
pequena parte de sangre que se elimina (50 pl en total).

- Paso2.5e cambian |a jeringuilla y el inyector y se recoge la
rmuestra de sangre,

- Paso 3. Una vez recogida la muestra, se lava el catéter con
50 pl de solucién heparina/salino con una aguja e inyector
nueyvos, 5i el tiempo hasta la siguiente muestra va a ser
largo, se inyectan también 50 ul de solucion fock,

BEMNEFICIOS DELUSO DEPINPORT

El sisterma del Pinport ha supuesto un refinamiento
importante en nuestros estudios de PK en rata, Previamente
utilizébarmos un procedimiento mas complejo, similar a los que se
utilizan con sistemas de muestreo automatico de sangre, que
restringia la movilidad y el enriquecimiento ambiental que se
podia poner a los animales. Con el uso del Pinport estos
problemas se han resuelto v las ratas operadas se pueden alojar en
jaulas normales con el enriquecimiento ambiental estandar. Este
sisterma tiene un menor impacto en los animales ya que se
recuperan rapidamente de la cirugia, Ademas, al exteriorizarse el
catéter porun orificio de tan pequeno tamano, se asegura el cierre
completo de la herida y se reduce el riesgo de infeccidn,
mejorandotambién el tiempo de permeabilidad del catéter.

Por otra lado, el Pinport es el método de eleccidn por parte del
personal técnico, dade que facilita la toma de muestras y las ratas
responden muy bien a la manipulacion, mantenigéndose muy
tranguilas, por lo que una persona sola puede realizar los
muestreos (ver Figura 7). Es posible también realizar estudios
cortos de infusién continua de hasta 1 hora, habituando alas ratas
al cepoy conectando el catéter al sistema de infusidn mediante un
conector metalico en vez de utilizar el Finport.

Imagien suminiirads porls aucris

Figura 7.- Las ratas se mantienen muy tranguilas durante los muestreos,
por ko que una persona sela puede realizarlos sin problema.
Como se puede apreciar en la imagen, una vez se han
acostumbrado a la manipulacién de los primeros muestreos, a
menuda no hace falta ni sujetarlas.

En conclusién, el sisterna de Pinport es el mas adecuado con
respecto tanto a la calidad del modelo experimental como al
bienestar de los animales, por lo que lo hemos adoptado como
rutina para el muestreo seriado de sangre enestudios de PE.
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Etica y Legislacion

X Encuentro de la Red de Comités de Etica
de Universidades y Organismos Publicos de Investigacion

Carlos Costela Villodres
Director S.EPA. Universidad de Cddiz

En noviembre de 2002, hace ya 15 afos, v con el impulso
inestimable de Albert Royes, tuvo lugar en Sitges una primera
reunicon ala gue tuvimos la suerte de asistir algunos de los miembros
de comités de ética que veniamos trabajando de forma
independiente y aislada en nuestras instituciones. Surgic alli 1a
necesidad de intercambiar experiencias ¥ fomentar el aprendizaje
compartido en la evaluacion de los proyectos de investigacion, y se
constituyd asi la Red de Comités de Etica de Universidades y
Organismaos Publicos de Investigacion (http:/fwww.ub.edu/rceue).

En justicia, debemos agradecer a Albert Royes el
mantenimiento de la red, organizando nuevos encuentros en
5itges en agquellos momentos en los que no habia sede en la que
poder celebrarlos, reactivando de esa manera estos grupos de
trabajo para compartir formas de actuacion que permitan
enfrentarse a los desafios éticos actuales.

Imagan saminiitrada pos la aubena

Tras los encuentros de Murcia (2003), Granada (2004), Madrid
(2005), Zaragoza (2006), Sitges (2008), Bilbao (2010), Madrid
(2011) v Sitges (2014), los dias 4 v 5 del pasado mes de mayo,
tuvirnos el orgullo de organizar en Cadiz el X Encuentro de la Red de

Comités de Etica de Universidades y Organismos Publicos de
Investigacidn' que, de nueve, fue un rotundoe éxito en el
cumplimiento de los objetivos de intercambio de pareceres y
experienciasen el seno de esta red informal.

Este X Encuentro, organizado por la Universidad de Cadiz y el
Instituto de Clencias Marinas de Andalucia (ICMAN) del CSIC, tuvo
lugar en el Edificio Constitucion de 1812 de la Universidad de
Cadiz, con la asistencia de 65 miembros de Comités de Etica de
toda Espana.

Las sesiones de trabajo consistentes en exposiciones y debate
posteriorn, comenzaron departiendo sobre investigacion con seres
humanos, cuyos ponentes - Albert Royes (Comissio de Bioetica de
la Universidad de Barcelona) y Maria Jesds Marcos (Comité de
Etica de la Universidad del Pais Vasco) - pusieron sobre la mesa los
nuevos retos a los gque nos enfrentamos en relacion a la
investigacidn con menores de edad y la proteccidn de datos de los
mismos, ¥ el problema de los trabajos de fin de grado en las
instituciones académicas.

Imagen suminimada porla awnona
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En la sequnda sesian de trabajo, dedicada a la investigacion
con animales, Laura Barrios (Subcomité de Bioética del CSI1C), nos
aproximi de forma practica al cdleulo de tamanos muestrales en
experimentacion animal, en interés de la reduccion del ndmero
de animales utilizados. Nos orientd también Lluis Montoliu
iComité de Etica del CSIC) sobre como s& deben poner en
perspectiva e interpretar las cifras estadisticas de utilizacion de
animales en experimentacién. La aplicacidn de la orden de
formacion para la capacitacion del personal tuvo también su
espacio en la ponencia de Mercedes Aceituno (Servicio de
Formacidn del IFAPA), terminando con la problematica de la
investigacion animal con peces de interés en acuicultura a cargo
de RosaVazquez [Comité de Bioética de la Universidad de Cadiz).

La sesion dedicada a terapias génicas y celulares a cargo de
Pablo Menéndez (Fundacié Josep Carreras) y Josep Santald
(Comissio d'Etica en la Experimentacio Animal | Humana de la
Universitat Autdnoma de Barcelona), versd sobre los aspectos
regulatorios relacionados con el uso de células troncales humanas
en investigacion, asi como sobre los problemas éticos de la
edicién gendmina en relacion con los modelos animales y la
terapia génicaen humanos,

Imiageen suminirad por s sutoris

Por parte del Presidente de Colegio de Veterinarios de Cadiz,
Federico Vilaplana, se nos presentd la vision del Colegio de
Veterinarios sobre el bienestar animal, y Lluis Montoliv nos habld
tambien acerca de la apuesta por la transparencia que ha
supuesto el acuerdo lanzado desde la COSCE sobre el uso de
animales en experimentacion cientifica en Espana,

Todas las sesiones fueran de gran interés para los asistentes,
tanto por la calidad de los ponentes, como por los contenidos de
las exposiciones y por la posterior puesta en comun de ideas y
formas de actuacion enlos debates sucesivos,
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Pera los encuentros de Comités de Etica que se vienen
realizando se caracterizan, ademds, por la existencia de talleres de
trabajo sobre diversos temas de actualidad relacionados con la
&tica en imvestigacion. Durante este X Encuentro de la red de
Comités de Etica en Cadiz, tuvieron lugar tres talleres en los que
cada participante aportd sus conocimientos, experiencias v
soluciones adoptadas, con una puesta en comun final v la
elaboracidn de un documento de consenso para cada uno de los
MisMmos,

Imagen sumisistada por | awmeria

El taller sobre formacion en experimentacion animal fue
moderado por Jesids Martin Zufiga (Comité Etico de
Experimentacion Animal de la Universidad de Granada) & intento
encontrar puntos consensuados en cuanto a la autorizacion de
cursos de formacion en las diferentes comunidades autdnomas.
Alberto Pastor (Oficina Evaluadora de Proyectos de la Universidad
Miguel Hernandez) moderd un sequndo taller sobre la busgueda
de criterios comunes en la evaluacidn de proyectos v en la
evaluacion retrospectiva por los Organos Habilitados. El
seguimiento de los proyectos por parte de los comités de ética
centrd el trabajo del tercer taller del Encuentro, moderado por
Maria Jesis Marcos (Comité de Etica de la Universidad del Pais
Vasco).

Por dltimo, en el X Encuentro, tuvimos una mesa redonda
sobre el future, organizacién v gestién de la Red de Comités de
Etica de Universidades y Organismos Publicos de Investigacion.
Tengo el placer de comunicaros que se decidia la necesidad de
continuar arganizando estos encuentros que tanto nos han
aportado por el hecho de poder compartir las experiencias con
otros Comités de Etica.
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%e decidio también la puesta en funcionamiento de un canal
de comunicacion continuo de todos los miembros de la red,
mediante una lista de correo semejante a SECAL-L que, de hecho,
ya estamos utilizando desde hace unas semanas.

ESTAM
EN EL CENTRO DE
LA DIVULGACION

CIENTIFICA
EN HABLA

HISRANA
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Mo quiero dejar de agradecer a Rosario Moyano su propuesta
para la realizacion del X| Encuentro de la Red de Comités de Etica
de Universidades y Organismos Pablicos de Investigacion que
tendrd lugar enla Universidad de Cdrdoba en noviembre de 201 8.

Agradecer también a todos los miembros de SECAL asistentes
al ¥ Encuentro de Cadiz. Desde el Comité Organizador hemos
intentado que disfrutarais del propio desarrollo del Encuentro, de
las relaciones interpersonales entre |os asistentes, asi como del
entorno excelente de la ciudad de Cadiz. Espero que hayamos
sido capaces de consequirlo,
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Aspectos importantes en el diseno

de un animalario de vertebrados acuaticos

Maria del Rocio Morales Falcon

Técnico Responsable Animalario en la Unidad de Vertebrados Acudticos.

Centro Andaluz de Binlogia del Desarrollo, Centro mixto U, Pablo Olavide - CSIC

El objetivo de este articulo es proporcionar la informacion
basica mnecesaria para la puesta en marcha y posterior
mantenimiento de un animalario para peces cebra y medaka, asi
como para el control de su bienestar animal,

De acuerdo con |a legislacion vigente, Real Decreto 53/2013,
en el caso de las especies acuaticas hay que facilitar en todo
momento un suministro adecuado de agua y de correcta calidad.
El flujo de agua en los sistemas de recirculacidn o filtrado en los
tanques debe ser suficiente para mantener los pardametros de
calidad del agua en unos niveles aceptables, El agua suministrada
debe filtrarse o tratarse a fin de eliminar las sustancias nocivas para
los peces, cuando sea necesario. Los parametros de calidad del
agua deben situarse siempre dentro de la gama aceptable para la
fisivlogia y la actividad normal de la especie considerada y su
estadio de desarrollo. El flujo de agua debe ser adecuado para
permitir a los peces nadar correctamente y mantener su
comportamiento normal. Se debe conceder a los peces un tiempeo
adecuado para su aclimatacidn y adaptacién a los cambios en las
condiciones de la calidad del agua,

La concentracign de oxigeno debe ser adecuada para las
especies y el entorno en el que los peces se mantienen. 5i resulta
necesario, debe suplementarse la aireacidn del agua del tangue.

Deben mantenerse bajas las concentraciones de los
compuestos nitrogenados.

El nivel de pH debe adaptarse a las necesidades de la especie y
rmantenerse o mas estable posible.

La salinidad debe adaptarse a las necesidades de la especie de
que se trate v a la fase de |a vida del animal. Cualguier cambio de

salinidad debe realizarse de manera gradual.

La temperatura debe mantenerse dentro de la gama dptima

para la especie de que se trate v lo mas estable posible, Cualguier
cambio debe producirse de forma gradual. Debe proporcionarse a
los peces un fotoperiodo adecuado.

El nivel de ruido debe reducirse al minimo y, en la medidade lo
posible, los aparatos que provocan ruido o vibraciones, como los
generadores eléctricos o los sistemas de filtracion, deben estar
separados de los tangues donde se alojan los animales.

Los peces cebra son animales sociales que no farman
jerarquias ni por lo general muestran agresividad entre ellos. 5e
deben mantener en grupos en acuarios desnudos con las
siguientes caracteristicas del medio (verTabla 1).

Tabla 1.-Caracteristicas del medio paralos peces cebra.

Media tenue, fotoperiodo de doce
a quince horas diarias de luz

ILUMINACION

TEMPERATURA DEL AGUA | 25-285°C

DUREZA 5-15
pH 6.8:7.5
CONDUCTIVIDAD 200-600 5, variard segun la especie

La densidad de ocupacion debe basarse en la totalidad de las
necesidades de los peces en lo que se refiere a las condiciones del
entorno, la salud y el bienestar. Los peces deben disponer de un
volumen de agua suficiente para que puedan nadar
normalmente, teniendo en cuenta su tamano, edad, estado de
salud y el sistemna de alimentacién utilizado. Debe facilitarse a los
peces un enriquecimiento ambiental adecuado, como lugares
para esconderse o sustrato de fondo, 2 menos que sus pautas de
comportamiento sugieran que no 2s necesaro. No tendrian que
haber mas de 15 individuos adultos en jaulas de 3 litros, no mas de
25enjaulas de 5 litros y no mas de 40 en jaulas de 11 litros.
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Los peces deben tener una dieta adecuada (ver Tabda 2) y es
importante controlar la cantidad y la frecuencia, Debe prestarse
una atencidn especial a la alimentacidn de las larvas cuando se
pasa de alimentos vivos a dietas artificiales, El manejo de los peces
debe reducirse al minimo posible.

Tabla 2.- Referencias de piensos y artemia.

TIPO DEDIETA | NOMBRE COMERCIAL | CASA COMERCIAL
Salt Lake Aquafieed Premiurm
i artemia cysts.
Arternia Origin: G54 Utah, USA, CATVIS BVANVE AQLA
Hatching efficiency 230,000 npg
Pienia larvai MAR-75 GEMMA MICRO.
pequenas MAR-150 GEMMA MICRO. SKRETTING
Pienso alevines. Inicia plus G 0.4 e Inicio
yadultos phus G (L6, respectivamente, SRR
Escarnas Tetra PRO AQUA SCHWARE GmbH

IMPORTANCIA DE LA INFRAESTRUCTURA SEGUN EL
PROYECTO DE ESTUDIO. ORGANIZACION ¥ DISTRIBUCION DEL
AREA DESTINADA A LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

La Unidad de Experimentacion Animal debe incluir las
siguientes salas o zonas:

- Salafs donde se alojan los animales de forma
permanente. Estas salas tienen gue estar disenadas en
funcion del tipo de animales almacenados y del riesgo
que representan, y tiene gue contar con las medidas de
proteccion correspondientes,

- Sala‘sdecuarentena, necesarias para la prevencion de las
posibles zoonosis.

- Laboratorioss, donde se llevan a cabo los tratamientos,
inoculaciones, intervenciones o necropsias. Uno de estos
laboratorios debe estar equipado para la realizacion de
experimentos quinirgicos en condiciones asépticas. Es
también aconsejable disponer de otro para periodos post
operatorios.

- Zonadelimpieza, para lavado de jaulas y material.

- Almacén y vestuario para el personal, que deben estar
situados enuna zona adyacente.

La sefializacion internacional de peligro bicldgico (ver Figura
1) se tiene que colocar siempre en las puertas de la Unidad de
Experimentacian Animal, independientemente del nivel de
sequridad o confinamiento con el que trabajemos. En nuestro
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caso trabajamos con nivel de confinamiento Tipo 1, aunque
podriamos encontrarnos con proyectos que necesiten mayor
nivel de confinamiento (hasta Tipo 4). A medida gue avanzamos
van aumentando los niveles de sequridad en lo que se refiere al
personal, acceso, tareas, limpieza v descontaminacion, y al control
tantode lainfragstructura como de los organismos que |a habitan,

Irnagan sumisimada por la autori

Figura 1.- Senal internacional de peligro bicldgico.

PRESENTACION DEL ANIMALARIO DE VERTEBRADOS
ACUATICOS DEL CENTRO ANDALUZ DE BIOLOGIA DEL
DESARROLLO (CABD)

El Animalario de Vertebrados Acuaticos del CABD tiene una
capacidad aproximada para mantener unas 3.000 peceras y un total
de aproximadamente 50.000 peces en un drea superior a los 300 m',
El servicio esta formado por cuatro unidades individuales donde se
alojan las diferentes especies, tales como pez cebra (Danio rerio,
medaka (Oryzia latipes), Xenopus laewis y Xenopus tropicalis. En las
diferentes unidades se alojan tanto lineas silvestres como
transgénicas y mutantes, estos ltimos sélo para el caso de Danio

rerio y Oryzia latipes.

En el CABD también disponemos de un laboratorio asociado al
animalario, la Plataforma de Vertebrados Acudticos, desde donde se
ofrecen servicios en experimentacion gendmica tanto a
investigadores internos como externos (mds informacian
hitps:/fwww.upo.es/CABDY AquaticVertebratesPlatformyindex. htmi).

Instalaciones y equipamientos

En la actualidad, el animalario cuenta com 23 racks con 8
niveles para jaulas de 3y 5 litros v 19 racks con 5 niveles para jaulas
de cristal de 11 litros (ver Figuras 2-4), Ademas, cuenta con dos
racks de 3 niveles para Xenopus laevis y 1 rack de 8 niveles para
Kenopus tropicalis, ¥ por Gltimo, para medaka cuenta con 4 racks
de 8 niveles para jaulas de 3 y 5 litros y 2 racks de 5 niveles para
jaulas de cristal de 18 litros. Todos nuestros racks estan formados
por sistemas de circulacion cerrada de agua, que proviens de
tangues que se [lenan a traves de sisternas de osmosis inversa.



https://www.upo.es/CABD/AquaticVertebratesPlatform/index.html
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Figura 2.- Ejemplo de instalaciones de pez cebra y medaka.
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Figura 3.- 5ala de grandes dimensicnes,
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Figura 4.- Sala de pequenadimensicon,

FACTORES A TENER EN CUENTA DURANTE EL DISENO DE UN
ANIMALARIO

Cuando disefamos un animalario, tenemaos que pensar
primero de todo en los animales que alojaremaos y en los provectos
que se realizaran, asi como en las posibles ampliaciones que se
puedan necesitar llegado el momento, ya que son bastante
frecuentes. Se suelen disenar animalarios de peguenas
dimensiones que en un periodo de tiempo bastante corto gquedan
absoletos, por este motiva, el control del nimero de animales es
fundamental para evitar tener un exceso de animales v que el
animalario guede pequeno. Es importante controlar desde un
principio el nimero de cruces para mantenerios al minimo
necesario para conseguir nuestros objetivos.

Estos “pequenos animalarios™ tienen una ventaja bastante
importante, bajo mi punto de vista: los sistemas que suelen formar
parte de ellos (al menos en nuestro caso) son racks
independientes unos de otros, por lo que a la hora de madurarlos
resulta mucheo mas facil y rapido. Todo lo contrario ocurre con los
sistemas que estan formados por varios racks. A la hora de
controlar los pardmetros ambientales es mucho mas comodo
hacerlo en racks independientes que en racks comunicados, ya
que el porcentaje de renovacion de agua para racks maduros
(aproximadamente 5% en todos los casos) es muy pequefio en
comparacion a cuando tenemaos varios racks unidos, por lo que
todos los pardmetros tales comao nitratos, nitritos y amonios se ven
poco afectados y rapidamente alcanzan sus niveles dptimaos. Sin
embargo, en los grandes sistemas es bastante mas complicado
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alcanzar estos niveles dptimos ¥ son necesarios controles diarios
durante mas tiempoque enlos racks independientes,

En contra, los racks independientes son bastantes mas caros
que los racks gue forman parte de sistemas comunicados, ya que
deben ir provistos de lamparas UVA, filtros mecanicos, bombas,
calentadores, pH-metros, conductimetros, filtros de carbono, ete.
Mientras que en los racks comunicados, el coste de estos
dispositivos (obligatorios siempre) se abarata, ya que con varios
dispositivos de cada tipo controlamos un gran nimero de racks.

Podermos abaratar los costes de los racks independientes, sien
lugar de tener racks que vienen provistos de todos y cada uno de
los dispositivos obligatorios preparamos en una antesala el agua
que va a llegar a nuestros animales, Para ello, debemos tener una
sala anexa en la que montar un tangue del que se surtiran de agua
todos los racks de nuestro animalario. Estos tangues deben tener
capacidad suficiente para poder atender a los cambios
automaticos de cada rack, mas el numero de litros gue dentro de
cada animalario necesitamos para el trabajo diario, El agua que
lleqga a estos tangues pasa por un sistema de osmosis inversa, en el
que se encuentran los filtros de carbono, los filtros de particulas y

las membranas necesarios en el proceso de preparacion del agua.
Mo obstante, en cada rack si tienen que ir lamparas UVA,
calentadores, pH-metros y conductimetros. Todo lo explicado es
para salas donde tenemos pocos racks y éstos trabajan de manera
independiente.

magen suministrada por b sutori

Figura 5.- Equipo de dsmosis inversa para grandes salas.
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Cuando trabajamos en salas con muchos racks (y en su
mayoria, comunicados entre si), ademads de grandes sistemas de
dsmosis inversa (ver Figura 5) que preparan el agua antes de que
lleque a los animales, debemos tener en cada sistema lamparas
LA, filtros de particulas v filtros de carbono que sigan formando
parte del control de parametros, porgue aungue en estos sistemas
no as facil que perdamas el equilibrio, si es necesario un control
mucho mas exhaustive de todos sus parametros. Mualtiples
factores como gue saguemos mas agua de lo normal, que
sustituyamos peces adultos por alevines... pueden hacer que
nuestro rack pierda su equilibrio v que los animales comiencen a
estresarse, ¥ sino se pone remedio, incluso a morir.

Desde el punto de vista de las enfermedades en peces y ranas
cabe remarcar que s mucho mas dificil que enfermen en racks
individuales que en racks comunicados. Esto es debido a que estos
ultimos, al tener muchos cambios de agua, muchos tipos de
animales (en cuanto a la edad), un mayor trasiego diario tanto de
cruces coma de limpieza y, sobre todo, al estar comunicados entre
si. hacen gque los individuos que forman parte de ellos se estresen
con mayor frecuencia, v si este estrés no es remediado lleguen a
enfermar y pasarlo tanto a sus companeros de jaula como a los
racks vecinos, Por todo esto, los racks comunicados que forman
parte de los grandes sisternas deben tener controles mucho mas
exhaustivos y estrictos que los racks individuales.

PARAMETROS A CONTROLAR

En cuanto al control de los parametros necesarios, tanto para
la puesta en marcha de un animalario para organismos acuaticos
COMo para su posterior mantenimiento y control del bienestar
anirmal, s clave tener en cuenta los siguientes puntos:

Cambios deagua

El filtrado de agua no puede sustituir a los cambios de agua,
que se deben realizar por dos motivos;

Acumulacian de nitratos. Aungue a baja concentracion no
resultan nocivos para los peces, a concentracion elevada
podrian ser toxicos.

Acumulacidn de todo tipo de sales procedentes de los
excrementos y de los restos de comida en descompaosicion. El
agua acaba convirtiéndose en una "sopa salina”. Comao
este proceso se produce poco a poco, 8l medio interno de
los peces se va adaptando a esta concentracidn salina sin
que aparentemente los perjudique. El problema surge
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cuando se hace un cambio Importante de agua v la
salinidad varia bruscamente, entonces se produce un
choque osmatico gque puede provacar la muerte o hacer
gue los peces enfermen,

Los cambios de agua periddicos evitan que se produzca esta
situacion. Para evitar chogues osmaoticos y variaciones bruscas de
PH y temperatura hay que hacer cambios progresivos, peguenos
cambios parciales de agua diarios, Jamas hay gue cambiar toda el
aguadeunasolavez.

La proporcian ideal para los cambios de agua diarios de un
sistemna ronda el 5-10% (mejor 5% que 10%). La proporcion de
cambio depende del sisterma, del tamano v edad de los peces. ..,
hay que jugar con estos valores en funcion de las caracteristicas
fisiolégicas de nuestra especie.

Maduracidn de un sistema

Para que los filtros biologicos de un sistema maduren
comectamente debemos:

- Realizar cambios de agua en tomo al 40% durante una
semanay tener el agua circulando continuamente.

- Meter peces adultos en el sistema para que aporten
bacterias nitrificantes a través de sus excrementos y los
restos de comida. Al cabo de un tiermpo haran gue el ciclo
de bacterias nitrificantes sea el correcto: de esta manera
iran desapareciendo amonios y nitritos ¥ apareceran
nitratos, Seguir realizando cambios del 40%,

- A partir de la segunda semana con peces dentro del
sistemna se baja el porcentaje de cambios diarios hasta
conseguir aproximadamente que en uno o dos meses
nuestro sistemna madure y lleguerncs al 5% ideal.

Es importante medir diariamente los niveles de nitritos,
amaonioy nitratos (ver Tabla 3). Una vez el sistema esté estable, las
mediciones se haran semanalmente, y mensualmente cuando
esteé maduro,

Tabla 3.- Registro de los niveles de pH, amonio, nitrito y nitrate
de los acuarios.

Pr imien iari

Revisar el estado de los individuos, que no tengan un
compartamientoanomaloy que el aspectosea saludable,

- Revisar que las tapaderas de los acuarios estén bien
cerradas y gue las rejillas no estén atascadas,

- Comprobar que el flujo de agua que llega a los acuarios
sea el adecuado.

- Retirar los restos de comida que queden en los acuarios.,
Revisar los parametros (verTabla 4): sales 400-600 ps (para
pez cebra) y 200-400 pS (para medakas), pH 6,5-7.5 v
temperatura 26-28°C (doble contral).

Tabla 4.- Registro de sales, pH y temperatura.

SALES (uS) [ pH | T(°C) | MODIFICACIONES EN TANQUES

X e

X tropicalisT

Fish N=l

L Fish W2

Z Fish W23

Sistema 1

Slstema 2

Sistema 3

isbema 4

Aquamedic Medakas

Rack 1 Medakas

Rack I Medakas

- Comprobarque los filtros no estén atascados,

- Revisarque lalampara UVA tenga la intensidad suficiente.

- Comprobar las llaves de paso v anotar los valores de los
contadores de agua (ver Figura &) para la posterior adicidn
de sales a los tangques segun los litros consumidos por los
sistemas hasta ese momento (ver Tabla 5).

FECHA | HORA | NOMBRE | ORGANISMO | PH | AMONIO

MITRITO

OBSERVACIONES
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Figura 6.- Llaves de pasoy contadores de control de agua.

Tabla 5.- Registro de sales afadidas a los tangues

[ VOL.BH DIFEREMCIA .'H'GI.. 14H | DMFERENCIA
Slstama 1 . . .
Sisbema 2
Sistema 3
Sistemad

TOTAL

Procedimientos semanales

Cambiar los individuos a acuarios limpios.

- Revisar que la programacion del intercambio de agua sea
la adecuada.

- Comprobar que los valores indicados de temperatura
seanlosreales.

- Calibrarlos medidores de pHy salinidad.

47

ABORATORIO

ANIMALES DI
Primavera 2017, NOomera 73

Revisar la presion de los filtros del aparato productor de
agua

Revisar que los termporizadores no se hayan modificado
&n la programacion,

Comprobar que el aire funcione correctamente.

Cambiar los acuarios mas sucios,

Revisar los individuos, Mo alimentar si ha habido bajas.

Procedimientos mensuales

Medir los niveles de amanio, nitrito v nitrato,
Inventariar el material de limpieza, filtros, redes. ..

Pr imien riLial

Sustituir parte de los filtros de bacterias.
Sustituir la lampara UVA.

Sustituir los filtros del aire acondicionado,

Limpieza general de |la habitacién, incluyendo acuario,
material, poyata, pared. ..

COMNDICIONES DE BIENESTAR PARA LO5S ANUROS (ver Tabla 6
yFigura7)

Tabla 6.- Condiciones de bienestar para los Anuros.

LONGITUD SUPERFICIE | SUPERFICIE MINIMA | PROFUNDIDAD
CORPORAL (em] | MINIMA IDE AGUA POR ANIMAL MiNIMA
DE AGUA [cm™) ADICIONAL {em®) DE AGUA [cm)
< 160 40 ]
&4 300 75 B8
912 GO0 150 10
212 920 230 125

S

S

Imagan sumisimada por b auosa

Figura 7.- Jaulas X. laevis (izquierda) y Jaulas X_ tropicalis (derecha).
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CONTRATACION DE PERSONAL. CATEGORIAS NECESARIAS
PARA TRABAJAR EN EXPERIMENTACION ANIMAL (SEGUN
MORMATIVA DE LA CONSEJERIA DE AGRICULTURAY PESCA DE
LAJUNTA DE ANDALUCIA)

Cuando trabajamos con animales de experimentacidn es muy
importante tener en cuenta el personal que se encarga de su
cuidado basico y del control del bienestar de éstos, ya que cuando
se trabaja con Dario rerio v Oryeia lotipe se les tieng gque alimentar
diariamente, incluyendao los fines de semana y festivos.

Un indicativo de que los peces estan bien alimentados es que
sus puestas sean buenas, de lo contrario dejan de poner
rapidamente, Cuando se trabaja con embriones, como es nuestro
caso, este punto es fundamental,

Los peces deben comer un minimo de 5 veces al dia, porlo que
si no disponemaos de sistermas de alimentacion automatica (que
encarecen aun mas los costes) tenemos que contratar como P U BL' CA TU S

fkme: ARTICULOS EN
;e ; | NUESTRA REVISTA.
Tres personas para los animalarios pequenos. Dos de ellas CD NTA CTA N OS*

se encargan de alimentar y realizar las tareas de control los
dias laborables y una tercera para esas mismas tareas los
fines de semanay dias festivos,
- Entre 4-5 personas para animalarios de mayor tamano,
coma es el caso de nuestro centro, dejando siempre una
persona para los fines de semana y festivios.

www.secal.es
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No te esfuerzas como deberias

Javier Fidalgo Ferndndez
Experto en Desarrolio directivo en
wwwareadeliderazgo.com

Tiene que haber una relacién entre la cantidad de libros de
autoayuda que todavia se venden y muchos de los cursos para
directivas que, tambign, se siguen comprando,

Creo que algo comun a ambos es la promesa de conseguir
algo deseado, pero que seresiste a ser conseguido, sin esfuerzo,

Quisiera convertirme en un lider. Necesito que mi equipo esté
motivado, incluyendo a estos millenials que no hay quien
entienda. 5e me exige gque la gente se comprometa con la
organizacidén. Mo sé comeo hacerlo v este libro delgadillo, de facil
lectura, o este workshop breve - para mi gue ando, como todos,
escaso de tiempo - me prometen que lo lograré, Sin esfuerzo, casi
";n-ir'l entararme,

maden Lo restrada por b anlonia

Mentira,

51 tu equipo no te considera alguien a quién seguir y sientes
que sdlo te hace caso porque les firmas las vacaciones, o estd
desmotivado o, quizas, poco comprometido, es porque no te
estds esforzando lo suficiente, O lo estas haciendo pero noen la
“buenadireccion”

Ella- Acaba de ser ascendida a un puesto de alta direccidn y
nos cuenta gue en su organizacién, lo normal es que si un
directivo quiere hablar con un empleado, sea este Gltimo el que
vaya 4 su despacho. No importa la distancia que les separe ni las
circunstancias personales. Asies como debe ser,

Habia concertado una reunidn con dos personas v tuvo que
cancelarla. Ahora considera que es ella la que ird al lugar donde
ellos trabajan. Tiene poco tiempo v le vendria mucho mejor que
fueran ellos los que se acercasen a su despacho, pero considera
que lo correcto es que sea ella la gue se desplace. En contra de la
cultura de la organizacion.
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Asi, con esfuerzo, demostrard con hechos que les respeta.
Respeto gue, al cabo de cierto tiempo, generard un
reconocimiento de autoridad que, a su vez, construira,
eventualmente, una relacion de liderazgo. Liderazgo al que se
unird el tan deseado compromiso con la organizacién, en este
casoatravés de ella, su jefa.

El- Es directivo en Espafia de una multinacional. Bajo su
responsabilidad estan los resultados de la region Centro v Norte
de Espania, también Canarias.

Se encuentra en la magquina del café con un companero,
Director de la regién de Levante, guien le dice:

- Compafiero: Este afio no alcanzamos los objetivos de
ventaen miregion. jTd que tal?
El:Bien, creo que los cumpliremos.
Compafero: jQué suerte! Me alegro.

- E, gue es poco dodo a hablar de sf mismo, no puede
reprimirse; jSuerte? De suerte, nada,

e suerte nada, porque visita cada centro de produccion
todos los meses, lo que supone, claro, una saturada agenda de
viajes.

Las "malas noticias”las comunica cara a cara. Como cuando la
empresa tuvo que suprimir el bono anual que, aungue su gente
no tenia derecho, llevaban afos cobrando. Podria haber
comunicado la noticia por correo electronico, como hacen otros,
pero fue a decirsela a la cara. Porque la medida quizds era
necesaria y ademds justa, pero era un “tortazo”y él entendia que,
comao director, debia mostrar a sus colaboradores que entendia su
enfado aungue tuviera que defender el recorte,

La mala noticia no se puede cambiar, pero la forma de tratara
los afectados transmite a éstos que les respeta y comprende,

Mo es sorprendente, ni desde luego tiene que ver con la
suerte, que en las mediciones periodicas que hace la empresa, el
compromisoy la motivacion de sus colaboradores se revelen muy
altos. ¥ que esto se traduzca en una mayor implicacidn en el
trabajoy, claro, en mejores resultados econdmicos.

Mo hay suerte. Mi magia. Sélo esfuerzo bien dirigide.
Suerte es tener la sensacidn de estar esforzandote mucho,

pero muy poco en la “buena direccidn’, y que todavia te sigan
pagandouna abultada ndmina y coche de empresa,
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Ella v &l son reales. Las dos situaciones descritas,
protagonizadas por ellos, también.

Si piensas que el respeto, la autoridad, el liderazgo, la
motivacidn, el compromiso y las ventas que se derivan de todos
ellos, se consiguen sin esfuerzo, sirviéndose de intermediarios
magicos, sean libritos o cursefes, vas dado.

Aungue siempre puedes dar gracias por la suerte que tienesy
rezar para que nose acabe.
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Anuncie en AMIMALES DE LABORATORIO, la revista en habla hispana
mas importante del sector y posicione sus productos directamente
en manos de los animalarios.

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio
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Entrevista

Lara Sed6 Cabezon

Técnico de la Unitat d'Experimentacié Animal de Psicologia
de los Centres Cientifics i Tecnolagics de la Universitat

de Barcelona (CCiTUB). Editora de estilo e imagen

de la revista Animales de Laboratorio.

fDesde cudndo eres socia de SECAL y qué opinidn te deja
nuestro colectivo?

Soy socia de SECAL desde el 2009, En 2008, me incorporé a
trabajar como técnico en la Unitat d'Experimentacid Animal de
Bellvitge y fue entonces cuando conocl alaSECAL.

Para mi, entrar a formar parte de SECAL significo que se me
abrieran las puertas a un mundo tan complejo e interesante como
es la Clencia del Animal de Laboratorio. Gracias a SECAL, me he ido
formando y especializando en este ambito,

£Cudl es tu experiencia dentro del dmbito del animal de
experimentacion?

Mi experiencia en el dmbito del animal de experimentacion se
rernonta al afo 2006 cuando, siendo estudiante de la licenciatura
de Biologia, entré como becaria en la Unitat d'Experimentacid
Animal de Farmacia. Alli, conoci a Teresa Rodrigo, quien me
introdujo por primeravez en este munde,

Al finalizar la carrera realicé el master en Neurociencias vy fue
entonces cuando me ofrecieron entrar a trabajar como técnico en
la Uinitat d'Experimentacia Animal de Bellvitge, compaginado mis
dos grandes pasiones: |as Neurociencias y la Ciencia del Animal de
Laboratorio.

En 2011, mientras realizaba el doctorado en Biomedicina
estudiando la patologia vestibular en rata, me iNCorporé comao
técnico en la Unitat d'Experimentacié Animal de Psicologia,
volviendo a coincidir con Teresa Rodrigo,

La ototoxicidad es una de las principales causas de la pérdida
auditiva y del equilibrio en los seres humanos, yalgin modelo
animal para estudiarla?
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5i, como bien comentas, la ototoxicidad, concretamente la
toxicidad de algunos farmacos, es una de las causas de pérdida
auditiva y de funcidn vestibular en humanos, Los farmacos
ototoxicos pueden causar dano tanto en el sistema vestibular
como en el sistema auditive. No obstante, s importante tener
presente que la investigacion que se lleva a cabo en uno de los
sistemas puede no ser valida para el otro. Mientras que los
componentes celulares y moleculares son parecidos en los dos
sistenas, existen diferencias muy importantes. La cantidad de
informacion disponible para la toxicidad auditiva es muy superior
a la disponible para la toxicidad vestibular, y muchas cuestiones
gue se han investigado en coclea siguen inexploradas en el
sisterma vestibular.

La investigacion experimental en el campo del dafo
ototdxico se ha centrado en farmacos de importancia clinica,
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como los aminoglucdsidos y los quimioterapéuticos —cisplatino—,
Datos de los huesos temporales de los pacientes expuestos a
estos farmacos indican que las células ciliadas son la principal
diana, y que la principal pérdida de audicidn o equilibrio después
de la exposicion a estos compuestos esta asociada con la pérdida
delas células ciliadas.

Diversos nitrilos muestran un patron de efectos ototoxicos
que se puede etiquetar como “clasico’, es decir, parecido al de los
antibigticos aminoglucdsidos. Esto incluye la aparente
selectividad para las células ciliadas, la afectacidn tanto del
sistema auditive como del vestibular v la progresion de la
degeneracion. Por este motivo, el modele animal que nuestro
grupo utilizd para estudiar la patologia vestibular y su reparacicn
fue la administracion subcronica del nitrilo IDPN en el agua de
bebida en rata para inducirles la ototoxicidad y asi, poder estudiar
las bases moleculares de ésta.

En los tratamientos actuales para la ototoxicidad, ses peor el
remedio que laenfermedad?

El propdsito de los tratamientos actuales para el vértigo es
controlar la causa de la crisis de vértigo, reducir la discapacidad
funcional y mejorar la calidad de vida de los pacientes, pero hay
pocas opciones terapéuticas. Unicamente existen maniobras de
reposicionamientao, la cirugia y la farmacologia que se acompana
de diversos efectos secundarios, Entre los agentes farmacolagicos
disponibles se pueden encontrar compuestos focalizados en los
canales ionicos y los receptores de neurotransmisores y
neuromoduladores implicados en los trastornos vestibulares,

A pesar de la importancia que tienen las células ciliadas,
actualmente no existe un tratamlento del dafio debido a la
dificultad de acceder al cido interno, ya que se encuentra situado
en el interior del crdneo. Existen dos alternativas de
administracion local de los farmacos: administracion
intratimpanica y administracion intracoclear. Cualguier farmaco
que se utilice por via sistémica tiene que atravesar la barrera
hematococlear, que es funcionalmente y anatomicamente similar
alabarrera hematoencefalica.

Cambiando de tercio, ;cdmo llegaste al grupo editor de la
Revista Animales de Laboratorio de la SECAL?

A raiz de volver a trabajar con Teresa Rodrigo descubri el mundillo
de la revista y fue ella guien me motiva para que en 2013 entrara a
formar parte, como editora de estilo @ imagen, de esta revista,
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Sabemos que tienes experiencia en publicaciones cientificas en
revistas de impacto. ; Crees gue podemaos adoptar algo de este
tipo de publicaciones paranuestra revista?

En los dltimos anos la revista se haido renovado y ampliado su
contenido con multiples secciones de interés, haciendo de la
revista una potente arma de divulgacion cientifica, que a mi
parecer nada tiene que envidiar a las revistas indexadas.

fUnaanécdota dentro de til trabajo en el grupo editor?

En estos momentos no me viene a la memaoria ninguna
anecdota relacionada con el grupo editor, pero si que recuerdo los
buenos momentos pasados revisando los articulos, montando las
imagenes y dindoles formate. No hay mayor recompensa que la
que todos los socios de SECAL puedan disfrutar de la revista.
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