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Un modelo ;| |ado de
los humanos

ESTA RATONAY SUS FETOS POR NACER, DISMINUYERON
LA CARGA DE VIRUS ZIKA EN TEJIDOS MATERNOS Y FETALES,
Y SE PROTEGIERON CONTRA LA MUERTE FETAL.

Un equipo de investigadores del Imperial College de Londres y de la Universidad
Washington de St Louis (EE.UU.), ha demostrado que anticuerpos obtenidos de
pacientes humanos infectados con el virus del Dengue pueden ser efectivos en el
tratamiento de la infeccion del zika en ratones.
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Hemos llegado a un nuevo nuimero de nuestra Revista
Animales de Laboratorio, en el que incluimos como siempre
interesantes articulos, y hacemos especial reconocimiento a

nuestro pasado congreso de la SECAL en la grandiosa Las Palmas AN[MALES / AN[MALES / AN[MALES | AN[MALES

de Gran Canaria.

Sin embargo, en esta oportunidad quiero aprovechar para
despedir a la Dra. Teresa Rodrigo Calduch, la “Tere’, quién desde
el primer afo que asumid las nuevas y desafiantes
responsabilidades de la revista nos ha demostrado y ensefiado  SCL& ms,sr =
el valor del compromiso y responsabilidad en este tipo de

actividades“ludicas”. ANIMALES ANIMALES AN[MALES f ANIMA.’_ES
‘ ; p BIENESTAR

Un lider es el que con sus conocimientos y con su manera de ANIMAL |

comunicarse con los demas es capaz de tomar decisiones,
aprovechando y reconociendo las capacidades de los demas
incluso si estan por encima de las suyas propias, sin sentirse fuera
de lugar y, en definitiva, dejando trabajar. Gracias a esto, bajo tu
direccion dejas nuestra publicacion en un momento muy N _ T
favorable de su desarrollo, no sélo respecto del prestigio ganado, AN[MALES ‘ AN!MALES / AN/MALES ; AN[MALES
sino ademds porque genera interés tanto en nuestros socios 7

lectores como en el ambito general del animal de laboratorio.

Puntos, comas, tildes, cursivas, sangrias, comillas, espacios y
las 4 a 6 revisiones de rigor, te echaremos de menos; aun siendo
mejor lo que viene, no sera lo mismo.

Un lider, o un director si se quiere, que dijo un dia”... unavez
pases la puerta de entrada, ya debes ir buscando la puerta de
salida’,ylasalida 74 eralatuya.

Gracias totales.

Hernan Serna
Subdirector de la Revista Animales de Laboratorio
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Un falso vientre mantiene vivos
a los corderos prematuros

Un dispositivo similar al vientre materno podria reducir la
mortalidad y la discapacidad de los bebés extremadamente
prematuros, imitando el ambiente lleno de liquido prenatal para
dar a los recién nacidos mas pequenos unas preciosas semanas
paradesarrollarlos pulmones y otros érganos.

“Laideade tratar a los prematuros en las incubadoras llenas de
liquido puede sonar extrano, pero fisioldgicamente tiene sentido”
dicela Dra.Catherine Spong, especialista en medicinafetal.

< Un ambiente tinico parecido a un Utero diseriado

por investigadores pedidtricos podria transformar el cuidado
de bebés extremadamente prematuros. 3>

En estudios con animales, los investigadores han disenado un
entorno lleno de fluidos para pasar el tiempo critico desde el
vientre de la madre al mundo exterior. Han probado y
monitorizado los efectos en corderos fetales, en los que el
desarrollo pulmonar prenatal es muy similar al de los seres
humanos.

El innovador sistema utiliza un tnico contenedor lleno de
fluido unido a las maquinas personalizadas que proporcionan
apoyo fisioldgico. Los corderos fetales crecen en un ambiente casi
estéril controlado por la temperatura, respirando el liquido
amni6tico como hacen normalmente en el Utero, y sus corazones
bombean sangre a través de su cordon umbilical en una maquina
de intercambio de gas fuera de la bolsa. Los monitores miden los
signos vitales, el flujo sanguineoy otras funciones cruciales.

En las primeras pruebas en animales, los corderos
extremadamente prematuros crecieron, con aparente
normalidad, dentro del sistema durante tres o cuatro semanas.

Los investigadores descubrieron que los corderos con una
edad gestacional equivalente a la de un feto humano de 23-24
semanas de edad tenian un desarrollo normal de pulmén y
cerebro después de un mes en el utero artificial. Segtin Alan Flake,
coautordel estudio,"un dispositivo similar podria estar listo para su
uso en bebés humanos prematuros en tres a cinco anos si se

realizan pruebas adicionales en animales”.

“Nuestro sistema podria prevenir la morbilidad severa sufrida
por los bebés extremadamente prematuros potencialmente
ofreciendo una tecnologia médica que no existe actualmente’, dice
el lider del estudio Alan W. Flake, cirujano fetal y director del Centro
de Investigacién Fetal en el Centro para el Diagndstico y
Tratamiento Fetal en el Hospital Infantil de Filadelfia. “Estamos
tratando de extender la gestacion normal’, anade.

Cada vez mas hospitales tratan de salvar a los bebés
prematuros mas criticos, los nacidos antes de las 26 semanas de
gestacion e incluso los que estan en los limites de viabilidad (22-23
semanas). La prematura extrema es una de las principales causas
de mortalidad infantil, y los que sobreviven frecuentemente tienen
discapacidades graves como la parélisis cerebral.

Las practicas de cuidado neonatal han mejorado la
supervivencia general de los bebés prematuros y han subido los
limites de viabilidad a 22-23 semanas de gestacion. A esa edad, un
bebé pesa menos de 600 gramos y tiene un 30-50 por ciento de
posibilidades de sobrevivir. Pero esta supervivencia tiene un 90 por
ciento deriesgo de morbilidad, de enfermedad pulmonar crénicau
otras complicaciones de la inmadurez de los érganos. Los
supervivientes se enfrentan a discapacidad de por vida.

“Estos ninos tienen una necesidad urgente de un puente entre
el vientre de la madre y el mundo exterior. Si podemos desarrollar
un sistema extra-uterino para apoyar el crecimiento y la
maduracién de érganos por sélo unas pocas semanas, podemos
mejorar los resultados de los bebés extremadamente prematuros’;
dice Flake. El objetivo es apoyar a los bebés de 23 a 28 semanas de
edad gestacional. A las 28 semanas cruzan el umbral lejos de los
resultados mas graves.

El sistema imita la vida en el Utero de la manera mas cercana
posible, aprovechando los conocimientos de la investigacion
neonatal previa. No hay una bomba externa para impulsar la
circulacién, porque incluso una presion artificial suave puede
sobrecargar fatalmente un corazén subdesarrollado, y no hay
ventilador, porque los pulmones inmaduros aun no estan listos
para hacer su trabajo de respirar el oxigeno atmosférico. En cambio,
el corazon del bebé bombea sangre a través del cordén umbilical al
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oxigenador externo de baja resistencia del sistema que sustituye a
la placenta de la madre en el intercambio de oxigeno y diéxido de "
carbono.
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Ademas, el liquido amnidtico, producido en el laboratorio,
fluye dentro y fuera de la bolsa. “Los pulmones fetales estan
disenados para funcionar en fluidos, y simulamos ese ambiente
aqui, permitiendo que los pulmones y otros drganos se
desarrollen, al mismo tiempo que aportan nutrientes y factores de
crecimiento’, dice el fisiélogo fetal Marcus G. Davey, quien disend el
sistema.

El equipo del programa retine a una amplia gama de expertos,
incluyendo neonatdélogos, especialistas en medicina fetal y
terapeutas respiratorios.

La version de Flake del dispositivo puede no ser factible para
los bebés humanos por varias razones técnicas. Una barrera es que
el sistema requiere una cirugia fetal delicada para conectar el
cordén umbilical a la incubadora mientras el bebé todavia esta
unido a la madre. Pocos hospitales estan equipados para realizar
unaoperacion de estetipo.

Los investigadores continuaran evaluando y refinando el
sistema, y necesitaran reducirlo para los bebés humanos, que son
untercio del tamafo de los corderos usados en el estudio actual.

Flake subraya que el equipo no pretende extenderla viabilidad
a un periodo anterior ala marca actual de 23 semanas. Antes de ese

punto, las limitaciones del tamaiio fisico y el funcionamiento MAS DE 400 SOCIOS
fisiolégico impondrian riesgos inaceptablemente altos. Sin RELACIONADOS CON EL SECTOR
embargo, afiade que “este sistema es potencialmente muy DE LOS ANIMALARIOS.

superior a lo que los hospitales pueden hacer actualmente para un
bebé de 23 semanas nacido en la cispide de viabilidad. Esto podria
establecer un nuevo estandar de atencion para este subconjunto

de prematuros extremos”.
e ANUNCIE
EN ANIMALES
DE LABORATORIO
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Los resultados de estudios con ratones
pueden estar afectados sustancialmente
por la forma en que se manipulan los animales

Un nuevo estudio muestra que la manera en que los ratones
son manipulados por el experimentador puede cambiar
sustancialmente sucomportamiento en las pruebas cognitivas.

< La manipulacién de animales de laboratorio durante

los procedimientos es una fuente importante de estrés
que puede perjudicar la fiabilidad de las respuestas.>>

Coger a los ratones por la cola es aversivo, estimula el estrés y
la ansiedad. Las respuestas de los animales ansiosos pueden
confundirse alin mas con la neofobia hacia nuevos entornos y
evitar los estimulos de prueba en areas abiertas.

Sin embargo, el estrés de la manipulacion se puede reducir
sustancialmente usando un tinel de manipulacién o cogiéndolos
en la palma de la mano abierta. El manejo no aversivo, una breve
familiarizacion previa con el campo de prueba y la colocacion de
un estimulo alternativo, podrian mejorar significativamente el
rendimiento de los ratones en las pruebas de comportamiento.

Los investigadores usaron un paradigma sencillo de
habituacién-deshabituacion en el que los animales debian
discriminar entre dos estimulos de orina en ensayos sucesivos,
una tarea que los ratones pueden realizar facilmente. Los ratones
que se manipularon cogiéndolos por la cola mostraron poca
disposicion para explorar e investigar los estimulos de prueba, lo
que condujo a un pobre rendimiento en la prueba. Por el
contrario, los animales manipulados con el tunel exploraron
facilmente y mostraron respuestas robustas a los estimulos
independientemente de la familiarizacion previa o la localizacion
del estimulo.

Minimizar el estrés asociado con el manejo es clave no sélo
para el bienestar del animal sino también para los resultados
cientificos. Es sabido que la ansiedad en roedores se correlaciona
con una reduccion de la exploracidn. El estrés innecesario o la
ansiedad debida a la manipulacién antes de la prueba es probable

que cambien la atencion del animal en una prueba en particulary
que sea menos capaz de aprender y/o resolver tareas especificas.

Evitar esto utilizando un mejor método de manipulacién
podria mejorar la fiabilidad de una amplia gama de pruebas de
comportamiento.

Fote: shutterstock
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El 3Rs-Center Utrecht Life Sciences ha publicado informacion
sobre el pez cebra, que podria contribuir al refinamiento de
experimentos con estos animales. Ayuda a los investigadores que
trabajan con pez cebra en el laboratorio a prevenir el dolor
innecesario y la angustia en estos animales. La informacién esta
libremente accesible en el sitio web de Humane Endpoints.
(https://www.humane-endpoints.info/es).

Esta web ayuda a reconocer los criterios de valoracion
humanos en animales de laboratorio. Los investigadores pueden
utilizar estos indicadores para evitar o limitar el dolor y la angustia
en los animales de laboratorio. El sitio web contribuye al
refinamiento, ya que ensena a los investigadores, técnicos y
cuidadores como prevenir el dolorinnecesario y la angustia en los
animales de laboratorio. Ademas de la informacion actualmente
disponible sobre ratas y ratones, esta web incluye ahora
informacion sobre el pez cebra.

El pez cebra se utiliza cominmente como animal de
laboratorio en todo el mundo. El sitio web de Humane Endpoints
ya se utiliza con éxito en varios cursos de ciencia de animales de
laboratorio en todo el mundo. Esta base de datos hace que la
informacion sobre las 3Rs esté libremente disponible y tiene
como objetivo contribuir a laimplementacion de las mismas en la
investigacién animal.

BIBLIOGRAFIA
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contributes-to-refinement-of-zebrafish-experiments

Foto: shutterstock
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Del 13 al 16 del pasado mes de junio, celebramos el XIV
Congreso Nacional de la Sociedad Espanola para las Ciencias del
Animal de Laboratorio en la ciudad de Las Palmas de Gran Canaria.

. .

- ' 4
Bk José Luis Martin B.
¥ Las Palmas de Gran Canaria

Bajo el lema “Avances cientificos en los animales para la salud
global’ el Congreso tuvo como principal objetivo profundizar en el
desarrollo cientifico y tecnolégico dentro del area de la
experimentacion animal. Pudimos compartir experiencias y
conocimientos entre los diferentes sectores especializados vy,
ademas, darlos a conocer a la sociedad. Conseguimos en esta
edicién, reunir a un total de 252 personas, entre congresistas,
ponentes y expositores, cerca del arrullo de las olas de la Playa de
Las Canteras. Todos ellos compartieron espacio junto a los

representantes de las 18 firmas comerciales que apostaron por
mostrarnos sus productos, sus novedades y avances técnicos
eneste lado del Atlantico.

A lo largo de tres dias, tuvimos a nuestra disposicién
ponentes de gran prestigio internacional y procedentes de
los principales centros e instituciones cientificas europeas
como el Instituto Pasteur, el Instituto Karolinska o la
Universidad Philipps de Marburg, asi como instituciones
americanas como la Universidad de Texas o el Instituto de
Inmunologia de Colombia. A todos ellos hay que anadir los
centros nacionales que también nos honraron con su
presencia,como el PRBB, CNIO, CNB o la UB, entre otros.

Fuimos capaces de desarrollar un programa, que
preveiamosy no nos equivocamos, de gran nivel cientifico.

Enloquerespectaa lostalleres, queremos destacar los de
“Valoracion de la severidad’, “Transferencia transcervical en
ratona”o el“Taller avanzado de anestesia en cerdos’, entre los

demas, por sus novedosas aportaciones tanto en el campo




del bienestar de los animales como en refinamiento. Alguno
de ellos, concretamente el de “Valoracion de la Severidad” se
realizo por primera vez en Espana, a cargo de las profesoras
Anne-Dominique Degryse y Kathy Ryder, que vinieron desde
el Reino Unido.

Los talleres tuvieron como sedes el Instituto Universitario
de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria de la Universidad
de Las Palmas de Gran Canaria y la Unidad de Investigacion del
Hospital de Gran Canaria Dr. Negrin.

¢

Acreditaciones

La mananadel 14, se inauguré oficialmente el congreso con
la presencia del Exmo. Sr. Consejero de Sanidad del Gobierno de
Canarias, D. José Manuel Baltar Trabazo; el Exmo. Sr. Dr. Rafael
Robaina Romero, Rector Magnifico de la ULPGC; el llmo. Sr.
Director de Ganaderia del Gobierno de Canarias, D. Cristébal
David de Vera Cabrera; el Sr. Consejero de Sector Primario y
Sostenibilidad Alimentaria del Cabildo de Gran Canaria, D.
Miguel Hidalgo Sanchez; el Presidente de SECAL, D. Antonio
Martinez Escandell y el presidente del X1V Congreso SECAL, Dr.
D.José Luis Martin Barrasa.
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A continuacion, se celebrd la conferencia plenaria a cargo del
prestigioso inmunaologo Dr. D. Manuel Elkin Patarroyo Murillo, padre
de la vacuna contra la malaria y premio, entre otros, de la Medalla
Robert Koch y Principe de Asturias, quien ofrecié la conferencia
inaugural que verso sobre las nuevas vacunas. Su intervencién tuvo
un marcado caracter didactico, haciendo participar al publico
presente de manera activa en la misma, consiguiendo que todos
fuésemos capaces de comprender los mecanismos quimicos que
rigen el diseno de las nuevas vacunas que estda desarrollando.
Ademas, aprovecho la ocasion para manifestar una evidente
defensa de las vacunas y sus correctos calendarios de aplicacion,
contra las corrientes emergentes actuales que abogan por la no
vacunacion de la poblacion:“Las vacunas salvan vidas. No producen
autismo ni tienen metales pesados daninos para la salud de los
ninos. Lo Unico que causa dano y retroceso es la ignorancia, la
desinformacion y el sensacionalismo’, manifestd. Asi mismo, se
centro especificamente en el respeto necesario a todas las formas de
vida, pero dejando constancia de la necesidad de seguir avanzando
en la investigacién con modelos animales, como Unica via en la
actualidad de garantia de éxito en el conocimiento de los complejos
procesos biolégicos.

Dr. Manuel Elkin Patarroyo




El congreso estuvo estructurado en torno a 9 bloques tematicos
que fueron: “Fondo genético y nuevas herramientas genéticas’,
“Gestion de Instalaciones’,"Investigacion en aprendizaje, memoria y

1

enfermedades neurodegenerativas’,"Retos del refinamiento eficaz’,
“Enfermedades emergentes e instalaciones de biocontencion’,

"o

“Nuevos patdgenos’, “Gestion de la competencia del personal’,
“Microbiota intestinal”y“Experimentacion en modelos acuaticos”

7
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En el apartado de comunicaciones, fueron aceptadas mas de
100, de las que 7 fueron seleccionadas para su presentacion oral.
De entre todas, fueron galardonadas como mejor comunicacién
oral: “Generacién de un modelo murino humanizado con células
mononucleares de sangre periférica” cuyos autores eran R. M.
Ampudia, J. Carrillo, D. Perna-Barrull, S. Rodriguez-Fernandez, A.

En esta edicién tuvimos un programa de becas de movilidad
destinadas al desarrollo de la Ciencia del Animal de Laboratorio en
Sudamérica y Africa, gracias a la colaboracién del Cabildo Insular de
Gran Canaria. Con esos fondos, conseguimos ayudar a comparieros
de Méjico, Argentina, Colombia y Tunez a financiar sus gastos de

Villalba, I. Pujol-Autonell, J. Blanco y M. Vives-Pi, y como mejor
poster: “Caracterizacion del modelo quirdrgico de isquemia
reperfusion MCAo en rata mediante imagen biomédica (RM y
PET) presentado por A. De Francisco, Y. Sierra-Palomares, L. Cusso,
M.B. Gomez-Gaviro y M. Desco”. El premio fue un viaje a Gran

transporte e inscripcién al Congreso, continuando asi con nuestra Canaria, por cortesia de los hoteles del Congreso y de la secretaria

politica de apertura hacia otros continentes. técnica del mismo, Airexpres.
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En este apartado, el Congreso tuvo como novedad la presencia También contamos con visitas institucionales, entre otras
de pantallas para la visualizacién de las comunicaciones en formato destacar la que realizamos al municipio vecino de Arucas, con
poster digital. su agradable paseo nocturno por sus calles de arquitectura

colonial y su visita a la destileria del ron Arehucas, la mas
antigua de Espaiia. También contamos con la amable invitacion
que tuvimos por parte del Centro Atlantico de Arte Moderno,
situado en el bellisimo entorno del barrio antiguo de Vegueta,
que nos abrié sus puertas y nos guiaron a través de sus salas.

Como colofén del programa social, tuvimos la oportunidad
de cenar en el incomparable marco del salén Dorado del
Gabinete Literario de Las Palmas de Gran Canaria. Este edificio,
de mediados del siglo XIX, que ha sido cuna de la
intelectualidad grancanaria, motor de los cambios sociales de
/ la Isla y hasta platé de algunas de las mas recientes
producciones cinematograficas (“Palmeras en la nieves” y
“Allied”), nos sirvié para compartir, a ritmo de jazz, una velada

muy entranable gracias al patrocinio de Matachana.

Pantallas para la visualizagion de las. comunicaciones:

Los dias que compartimos dieron tanto para el programa
cientifico como para el social. Fueron dias de agradable clima, en
una ciudad con una amplia oferta, tanto cultural como de ocio,
que muchos supimos escudrifiar hasta sus mas reconditos
rincones.

El dia 13 de junio, se dio comienzo al programa social con el
coctel de bienvenida en el Museo Elder de |a Ciencia y Tecnologia
de Las Palmas de Gran Canaria. Este acto coincidié con la
inauguracion del area permanente dedicada a la “Investigacion
biomédica con modelos animales” por la que el museo ha
apostado. Un proyecto didéctico e innovador, que gracias a la
colaboracién de SECAL, Hospital de Gran Canaria Dr. Negrin,
Biosis S.L., y el Parc de Recerca Biomédica de Barcelona, pretende
ser un marco de divulgacion, de reflexién y respeto de nuestra
actividad en el marco de las Ciencias del Animal de Laboratorio.
En este mismo numero de la revista, se da cuenta con mas detalle
delaideaydesarrollo de esta exposicién.

Salon Dorado del Gabinete Literario de Las Palmas de Gran Canaria

No podemos cerrar estas lineas sin agradecer expresamente a
las firmas comerciales su disponibilidad y su generosidad para con
el Congreso.

Como empresas benefactoras contamos con: Antonio
Matachana, S.A; Biosis, S. L; Charles River Laboratories Espana,
S.A.; Dynamimed, S.L; Envigo RMS Spain, S.L; Idexx Laboratorios,
S.L; Janvier Labs; Steriltech, SL; Noray Bioinformatics, S.L.U;
Panlab-Harvard Apparatus, S.L.U; Rettenmaier Iberica, S.L. y CIA
SCOM; Sodispan Research, S.L;y Steris Iberia, S. A.

Museo Elder de la Ciencia y Tecnologia de Las Palmas
de Gran Canaria/ Area permanente dedicada a la
“Investigacion biomédica con modelos animales”.
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También tuvimos la suerte de contar con otras empresas no
benefactoras como: Animalliance; Centro Nacional de
Biotecnologia; DSI Better Data Science; Edstrom; Laboratory
Animal; y SCIL Animal Care Company.
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Las instituciones publicas que colaboraron fueron el Cabildo
Insular de Gran Canaria, el Servicio Canario de Salud, la Direccion
General de Ganaderia del Gobierno de Canarias, el llustre
Ayuntamiento de Arucas y el llustre Colegio Oficial de
Veterinarios de Las Palmas.

A todos: ponentes, congresistas, casas comerciales,
instituciones. .. muchas gracias por participar.

iNos veremos en Sevillal







PITECNIPLAST

IHE BRAIN FOR YOUR CAGES

\

Living in the Digital Cage.
Technology to transform cage data collection into improved animal care!

Find more on www.tecniplast.it



http://www.tecniplast.it/

Noticias

José Gilberto Moreno

Director del Museo Elder de la Ciencia y Tecnologia
de Las Palmas de Gran Canaria.

¢ Como podemos definir o clasificar al Museo Elder de la Ciencia
ylaTecnologia?

El Elder destaca por ser un recinto que preserva la cultura y el
legado cientifico en Canarias, y que se define como un espacio
interactivo donde se divulgan los avances de la ciencia y la
tecnologia.

¢Cudlessupapel, suroldentro del museo?

Asumir la direccion y la gerencia del Museo significa proponer y
ejecutar un proyecto museistico, asi como gestionarlo de manera
eficaz y eficiente. Integrar el Museo en una oferta permanente y
continuada en la oferta cultural, de ocio, de ocupacién
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del tiempo libre en nuestra poblacion es el principal objetivo a
cubrir.

;Quéloimpulsé atrabajar dentro del Museo?

Cuando me trasladaron la propuesta, habia terminado una
etapa de gestion, de docencia sanitaria y de desarrollar la
creacion de un museo etnografico. De pronto, trabajando en mi
Centro de Salud, se me ofrece esta oportunidad de ser creativo,
de aportar ideas y ademds de desarrollarlas. Era como aglutinar
en un conjunto todo lo que sectorialmente habia hecho hasta
entonces en ambitos diferentes; el impulso fue natural.

;Como han ido evolucionando los museos dedicados a la
ciencia /tecnologia en Espana y el extranjero a lo largo de
los siglos? Actualmente, ;domina mds la educacion,
divulgacion, lainvestigacion,...?

La educacion esta siempre presente en paralelo con la
divulgacion. Los museos de ciencia son una extension de los
centros educativos, desde infantil hasta la Universidad, pero
avanzan en buscar una metodologia interactiva que descubra,
que emocione, que experimente. El formato expositivo ha
dejado de ser el principal y ha pasado a ser el complementario.
Y logicamente, el caracter investigador es el que propicia el
dinamismo, aunque falta mucho para que los Museos tomen
iniciativas investigadoras por si mismos. En este campo, de
momento se convierten en los divulgadores de los proyectos
que se realizan, impulsando el que llegue ese conocimiento al
mayor numero de personas.

Respecto a los equipos, material, objetos, documentos, etc.
de los que dispone el museo en exposicion o fondos
museisticos, ;como se dota el Museo?, ;fondos propios,
cesiones, donaciones, préstamos,...?

Las cesiones y donaciones han disminuido; siendo
positivos debemos pensar que existen coleccionistas y
propietarios de piezas, y mas hablando de nuestro campo de
ciencia y tecnologia, que todavia hacen uso de las mismas o
que debido al avance tecnologico las definen ellos mismos



como materiales obsoletos y no toman la referencia museistica.
En todo caso, la nueva linea de los museos de ciencia pasa por
innovar y divulgar con nuevas y modernas propuestas, lo que
significa el mundo experimental: la biologia, las energias, la
astronomia o las nuevas tecnologias. Los fondos son
combinados, pero al ser expositivos se intenta buscar un
caracter temporal en sus cesiones o préstamos.

¢Cudntas personas trabajan actualmente en el Museo?

Cinco técnicos, dos docentes, nueve auxiliares o guias, doce
becarios universitarios, mas el personal de mantenimiento,
limpiezay vigilancia.

(Donde cree que radica el secreto para que un museo
dedicado a la ciencia y la tecnologia resulte atractivo al
visitante y cumpla su funcién formadora?

Trabajo, mucho trabajo, contenido atractivo, pero sobre
todo el tener una dinamizacién continua, referenciar el recinto
como prestador de servicios y reflejar esa sensacion de pasar un
tiempo divertido y a la vez, enriquecedor. Muchos pasan a
denominarse Parque de las Ciencias en lugar de Museo para
darle ese enfoque. En el Elder, el tener unos atractivos lidicos-
culturales mas quince talleres/demostraciones diarias hace que
parezca un espectaculo continuo, y eso ha creado un aumento
de visitantes, aparte de estar consolidando poco a poco la
marca en la isla, e irlo incorporando a una oferta permanente
cultural y de ocio.

;Quétipodeactividades y talleres se suelen organizar, aqué
tipode publico vadestinadoy a qué nivel?

El museo en horario de mafana tiene un contexto escolar;
en horario de tarde es un espacio formativo, divulgador y
receptor de familias locales y turistas; el fin de semana se
convierte en un parque temdtico. Las actividades de robotica,
cine en tres dimensiones, realidad virtual o el planetario son
complementos a mas de diez talleres divulgativos y
demostrativos de combustién, biologia, anatomia,
alimentacion, energias renovables, luz y sonido,
electromagnetismo, construccion de puentes, pioneros de la
ciencia y ciencia canaria. Los contenidos, siendo los mismos, los
adaptamos a los diferentes publicos y niveles.

;iComo surge la idea de dedicar un espacio a la
experimentacién animal en investigacién biomédica? ;Por
qué dedicarun médulo ala experimentacion animal?
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Fue una oportunidad de oro inducida por el Dr. Martin Barrasa,
responsable de la Unidad de Investigacién Médica del Hospital Dr.
Negrin de Las Palmas de Gran Canaria. Asistia a la celebracion del
cumpleanos de su hijo que se realizé en el Museo y ofrecid su
experiencia docente y divulgativa para propiciar que se realizara; fue
el comienzo de un espacioy un proyecto apasionante.

;Como estd resultando la acogida, por parte de los visitantes,
deestanuevaseccion?

Hemos detectado el éxito en la visita al médulo, en la asistencia
al taller que hemos ideado para complementar la sala, en la
necesidad del visitante de descubrir como es el recorrido que va
desde la experimentacién animal hasta su utilidad para el
organismo humano. Todo eso ha llevado a decidirnos por ejemplo,
de que el 100% de los escolares que este curso visitaran el Museo
pasen por ese modulo y realicen un taller interactivo. Seran mas de
50.000 estudiantes los que lo interioricen directamente, ya que
nuestro Museo es el mas visitado de Canarias y de los que acoge
mas escolares de los del Estado, de seis a ocho centros diarios
durante todo el curso escolar.



En espacio, ;qué porcentaje representa el médulo dedicado a la
experimentacién animal en investigacion biomédica respecto
altotal de superficie dedicada a exposicion del Museo?

Nuestro museo tiene cuatro plantas, es amplio, pero esta zona
es de los modulos tematicos mas grandes que tenemos.

;Quépodemos veren estadreaespecifica?

La parte expositiva se compone de paneles informativos de los
principios de la experimentacién animal con varios ejemplos
concretos. Hacemos un reconocimiento también a los principales
investigadores que ha tenido este campo. Maquetas, material
organico, microscopios, instrumental y pantallas tactiles forman el
contexto didactico. El taller experimental simula un quiréfano, con
tecnologia de laparoscopia con camara a modo simulador que
hace las delicias de los curiosos. Finalizamos el recorrido enlazando
la continuidad con las aplicaciones en el organismo humano.
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;Cree que es compatible la experimentacion animal con
los museos? ;Ha tenido algun tipo de presion por parte
desectores animalistas radicales?

Absolutamente ninguno. El rigor es exquisito en
explicar el concepto desde lo cientifico e incluso desde lo
ético. La compatibilidad de este contenido con el Museo no
tiene discusion alguna; es mas, la demanda que esta
teniendo el rea avala su necesidad.

¢Ademds de SECAL, que otras instituciones y empresas
han participado enlacreacion de este espacio?

El Servicio Canario de la Salud, a través de la Unidad de
Investigacion del Hospital de Gran Canaria, Dr. Negrin, el
Parc de Recerca Biomeédica de Barcelona (PRBB) y la
empresa BIOSISS.L.

;Conociaala SECAL antes de plantearse este proyecto?

No de manera concreta, solo la existencia de la Sociedad, pero
no su funcionamientoy actividades.

iLe ha sido titil nuestra Sociedad para llevar a cabo este
trabajo?

;Util? Sin su empuje y la aportacion del Dr. José Luis Martin esta
area no hubiera existido.

;Cree necesario que el visitante infantil del museo se divierta
jugando en estaseccién?

Desde la diversion y el entretenimiento llega el conocimiento.
Lo ltdico es una herramienta para interiorizar la ensenanza casi sin
darse cuenta, pero al crear un sentimiento agradable es mas
duradero lo aprendido. Para el Elder, es uno de los mandamientos
en nuestra tarea de divulgacion.

;Hay un retrato tipo del visitante mds interesado en este
espacio?

Pues debo contestar que no. El tiempo de estancia en el area es
el método de evaluacion que empleamos para valorar el interés y el



nivel de satisfaccion. Es muy alto en esta area, con un leve
incremento si cabe en la poblacion joven-adulta, entre 30 y 50
anos.

¢Como ve el futuro de la Ciencia espariola con los continuos
recortes en materia de investigacion que estd padeciendo
nuestro pais desde hace afnos?

Preocupante, sin duda. Si no somos conscientes que
nuestra riqueza cientifica se debe cuidar y no fortalecemos
nuestro potencial cientifico, no frenaremos la fuga de cerebros,
la carestia de proyectos y patentes ajenas, la disminucién de
nuestro PIB, la resoluciéon continua de nuestros avances,
nuestro avance social y cultural en todos los sentidos.

¢El Museo dispone de alguna linea de investigacion
(bdsica o aplicada) propia o en colaboracion con otras
instituciones?

Inauguramos hace meses una planta dedicada a la Ciencia
e Investigacion en Canarias para divulgar los proyectos de
investigacion que centros e instituciones estan llevando a cabo.
Para nosotros es mas que necesario hacer ver a la poblacion el
potencial que tenemos en nuestra Comunidad y que, dicho sea
de paso, es muy potente, mayusculo, yo diria que excepcional,
por las condiciones medioambientales que ademds nos
rodean. A partir de ello estamos inmersos en varias lineas
investigadoras: recoleccién de datos antropométricos en la
poblacién escolar en relacion con sus habitos alimenticios, la
eficacia del uso del hidrogel para el cultivo de la platanera y
propiciar el ahorro del consumo del agua, y uno muy
relacionado con el ambito que nos ocupa que es la cria y
nacimiento en incubadora del lagarto de Gran Canaria.
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Un museo como el Elder, situado en la misma puerta de entrada
de uno de los mds importantes puertos del mundo y en un
destino turistico de primer orden, recibe, sin duda, una variedad
de visitantes enorme en base a su procedencia. ;Cémo es el
perfil?, ;qué demandan?, ;qué agradecen?, ;qué echan en
falta?, ;con qué se sorprenden mds, atendiendo a su cultura o
nacionalidad?

Como bien dice, estamos justo enfrente del muelle de atraque
de cruceros y ademas, en una zona de referencia turistica en la
ciudad como es el Parque Santa Catalina. El turista que entra en un
Museo en unas "islas afortunadas" y con una playa de ensuefio a
unos pocos metros, estd claro que tiene la firme intencién y
voluntad de encontrar algo diferente, y como dice el refran, el que
busca encuentra. Ese turista de corte familiar, o de mediana edad,
quiere conocer contenidos concretos de nuestra identidad,
excepcionalidades que no va a encontrar en otro Museo de otro
lugar del mundo; las encuentra en nuestra historia, en nuestra area
de cetdaceos canarios, en nuestro cielo de Canarias, en nuestras
energias renovables, en nuestras exposiciones temporales y
situadas en nuestra geografia, pero ademas en nuestra forma
diferente de divulgar las cosas; les llama la atencion y salen muy
satisfechos.
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Como experto en gestion divulgativa, ;qué consejo nos
daria de cara a proyectar y dar a conocer la labor que
realizamos las personas que trabajamos en un drea tan
sensible socialmente como es la investigacién o la docencia
conanimales de experimentacion?

Lanzar una pregunta con una respuesta clara, exponer el
trabajo que desarrollan y ser demostrativo en las aplicaciones
de lo que se divulga es algo con mucha fuerza y que debe
conocer la sociedad. Es obligacion de todos ser pedagdgicos en
la transmision para anular debates estériles, o por lo menos
exponer los razonamientos.

El concepto que marca el principio de las tres erres
(reemplazo, reduccion, refinamiento) y el saber que la historia
de la medicina sin el papel de la investigacion animal, no
hubiese sido igual de prolifica ni beneficiosa para nuestra
especie son razones suficientes para esforzarnos en buscar
altavoces multiples paradara conocer la labor que realizan.

sociedad espc:hofc:
para las ciencia
‘ del animal de Iqborcﬁorlo

Desde SECAL queremos agradecer a la direccion y a todo el personal
del Museo por esta iniciativa tan novedosa y necesaria en Esparnia.

Y lo invitamos a sequir mejorando y dotando de mas contenidos,
mdas luz, mds proyeccion a esta seccion, de manera que sirva
de piloto y prueba para el resto de museos y programas
de formacion y educacion en Espana.

En ese sentido, SECAL se pone a su disposicion y estaremos
encantados de sequir colaborando y estrechando lazos.
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Articulos

La fecundacion in vitro en el raton de laboratorio

Gonzalo Moreno Del Val y Patricia Mufioz Robledano

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

INTRODUCCION

El primer intento de fecundar in vitro ovocitos de un mamifero
se atribuye a Leopold Schenk, quien realizo experimentos con
conejos en 1878 (1). Afos después, en 1959, y también en
experimentos realizados con conejos, se obtuvo el primer
nacimiento de animales vivos derivados de embriones creados in
vitro(2).

La fecundacion in vitro (FIV) en el raton fue descrita en 1968
(3), aunque su uso no comenzé a ganar importancia hasta
después de la aparicion de los ratones modificados
genéticamente (4), cuando pudo comprobarse la utilidad de esta
técnica para por ejemplo, evitar la pérdida de lineas por una edad
excesiva o infertilidad de los machos (5,6), o en procesos
relacionados con la gestion de estos animales como la
rederivacion (7), laimportacion de lineas sin animales vivos o los
retrocruzamientos (8). Por otro lado, la aparicion de los animales
modificados genéticamente también provocd que se
multiplicase en poco tiempo el nimero de trabajos que utilizaban
estos organismos como modelo experimental (9,10), siendo
totalmente imposible mantener vivas todas estas nuevas lineas
por razones econdmicas y de espacio. En ese sentido, se propuso
el uso de la criopreservacion como una importante herramienta
para el archivo de lineas (10-13), y la FIV también ha jugado un
importante papel en este ambito al mejorar la eficiencia del
proceso de produccion de embriones para congelacion (14-16), y
resultar esencial para revitalizar las lineas criopreservadas en
forma de esperma (8,14). Por Ultimo, cabe destacar la utilizacion
de la FIV en los procesos de generacion de ratones modificados
genéticamente al permitir obtener de una manera mas eficiente
los embriones requeridos para la realizacion de estas técnicas
(17).

Portodo ello, la FIV presenta muchas posibles utilidades en un
animalario modernoy puede ser una técnica que merezca la pena

explorar e implantar. En nuestra institucién, por ejemplo, se ha
convertido en una herramienta esencial y su uso resulta mas que
habitual, realizando este procedimiento practicamente todas las
semanas. A continuacion vamos a describir las principales
peculiaridades de su uso y alguna de sus aplicaciones en un
animalario.

EQUIPAMIENTO DELLABORATORIO DEFIV

Pese a lo que podamos pensar a priori, un laboratorio donde
poder realizar fecundaciones in vitro no requiere un
equipamiento especialmente sofisticado. De hecho, el
equipamiento basico consistiria en un pequefio incubador de
CO,,y unalupa (ver Figura 1) de aproximadamente 50 aumentos e
iluminacion, diascopica (inferior). Si después de adquirir estos
equipos aun se dispone de mas fondos, una buena
recomendacion seria la de también comprar una placa
calefactada para la lupa con la que evitar la pérdida de
temperatura durante el manejo que se hace de las placas de
fecundacion fuera delincubador.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-lmagende unalupa paraFIV.
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LAPLANIFICACIONDELAFIV
Animales utilizados y fondo genético

La seleccién de los animales que van a ser utilizados resulta
esencial, ya que la eficiencia de la técnica dependera en gran
medida de ello. En nuestro laboratorio, para fecundaciones con
esperma fresco y siempre que sea posible elegimos machos de
mas de 3 meses, de fertilidad conocida y que no hayan sido
cruzados en los ultimos 3 dias. En cuanto a las hembras, la eleccion
dependera en gran medida del fondo genético, el peso y la edad
de los animales (18,19). Para C57BL/6J, que es la cepa que mas
habitualmente utilizamos, se suelen usar hembras preptberes de
3 0 4 semanas que es cuando se obtiene la maxima eficiencia en
términos de ovocitos y embriones producidos (20). Pero las
diferencias entre distintos fondos genéticos no solo se cifien a las
hembras y la superovulacion, pudiendo encontrar cepas en las
que las tasas de fecundacion son bastante inferiores al resto (19).
Asi sucede en BALB/cJ, SJL/J, 0 12951/SvimJ, con las que se han
propuesto algunos protocolos especiales para mejorar los
resultados (21,22).

Por dltimo, es importante tener en cuenta el genotipo de los
animales utilizados, ya que aunque lo mas habitual pueda ser el
uso de machos mutantes con hembras Wild type (Wt), también
podemos usar hembras mutantes en este proceso. Esto Ultimo
puede ser un problema a la hora de localizar animales acordes a
los requerimientos ideales de peso y edad para la superovulacion
dentro de una pequena colonia de mantenimiento de una linea
de ratones modificados genéticamente; en nuestra experiencia, la
produccién de ovocitos en hembras mutantes puede ser hasta 2
veces menor que en hembras Wt (23). Pese a ello, su uso puede
tener algunas ventajas, como por ejemplo el ahorro de tiempo
que conlleva rederivar una linea mutante simple con ovocitos de
otra linea mutante diferente para generar al mismo tiempo que
rederivamos una linea doble mutante.

Planificacion temporal y horaria

La programacion de la técnica debe tener en cuenta que son
experimentos de 5 dias, empezando el dia 1 la superovulacién de
las hembras y obteniendo los embriones en 2 células el dia 5. Esto
implica que si no queremos incluir los fines de semana en la
planificacion de trabajo, las superovulaciones deben comenzaren
lunes para tener asi disponibles el viernes los embriones. Por otro
lado, y si el destino de éstos es la transferencia de embriones,
deberemos programar también la produccion de hembras
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pseudogestantes. En nuestro caso por ejemplo, seleccionamos
hembras al azar y comenzamos su sincronizacién 3 dias antes de
lafechadetapondeseada(verTabla1).

En cuanto a la planificacion horaria, existen varios protocolos
a la hora de realizar este tipo de experimentos. En nuestro
laboratorio siempre realizamos la FIV aproximadamente de 13 a
13.5 horas después de superovular las hembras con hCG. De esta
manera, con 12 horas de luz y 12 de oscuridad (8:00-20:00),
administramos PMSG (hormona que estimula la maduracion de
los foliculos) a las 19 horas, hCG (hormona que induce la
ovulacién) alas 20 horas, y realizamos la FIV de 9:00 a 9:30.

Conviene aclarar que cuando hablamos de“realizar la FIV"nos
estamos refiriendo Unicamente al momento en que juntamos los
dos gametos (esperma y ovocitos) y comienza su coincubacién,
pero el experimento habrd empezado tiempo antes.

Tabla 1.- Planificacidén de un experimento de FIV en ratén.

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
Superov. | Sincroniz. |Superov. Preparacion glbatcas FILV Embriones
(PMSG) |pseudogest| (hCG) .placas F_",E encion kv en 2 células
incubacién |de esperma
19:00 20:00 17:00 8:00-8:30 (9:00-9:30

Espermafresco o congeladoy método de congelacion

El dltimo elemento que tenemos que considerar es el
protocolo que vamos a seguir, sobre todo teniendo en cuenta si
vamos a utilizar esperma fresco o congelado.

En el caso del esperma fresco, las placas de FIV se podrian
dejar hechas e incubando el dia anterior a la fecundacion, y el
esperma se obtendria la misma manana del experimento. Para
ello, habitualmente se sacrifica un macho recogiendo el esperma
de la cola del epididimo, aunque también puede conseguirse un
volumen suficiente de esperma mediante una cirugia y un
muestreoinvivo (24).

Por otro lado, en el caso de utilizar esperma congelado es
importante conocer el método de criopreservacion utilizado y el
protocolo de descongelacién recomendado para poder ajustarlo
a los tiempos de la FIV. En este sentido, debemos tener en cuenta
que algunas placas tienen que prepararse la misma manana de la
fecundacidn, al estar los medios suplementados con
antioxidantes (25) para evitar el daflo que provocan los radicales




Articulos

libres que liberan los espermatozoides muertos en la
descongelacion (26). Por ello solemos empezar al menos 1 hora
antes del inicio de la coincubacién de los gametos, ya que es
preciso preparar primero el medio de fecundacion e incubarlo
durante al menos 30 minutos antes de utilizarlo, y por otro lado,
hay que descongelar el esperma e incubarlo durante 30 minutos
como minimo.

Por ultimo, el método de congelacion nos permitird conocer o
al menos intuir la concentracion aproximada de esperma en la
pajuela, que estard en funcion del nimero de machos congelados
yladilucion llevada a cabo con el crioprotector. Este dato resultara
esencial para que podamos planificar correctamente el
experimento de FIV. Resenar, a modo de ejemplo, que para los dos
métodos mas habituales de criopreservacion espermatica existe
unadiferencia de concentraciones de alrededor de 10 veces:

- Método Jackson (27): Esperma de 2 machos en 2 ml de
crioprotector.

- Método Nakagata (28): Espermade 1 macho en 120 pl de
crioprotector.

El experimentodeFIV

En apartados anteriores hemos descrito como previamente al
inicio de la fecundacion debe realizarse un trabajo de preparacion
de medios, placas, y de obtencion y capacitacion del esperma. De
esa manera, cuando comencemos el experimento de FIV el
esperma estard preparado y podran seleccionarse los
espermatozoides con mayor motilidad para introducirlos en las
gotas de fecundacién. En ese momento, y coincidiendo segun
nuestro protocolo con las 13 horas posteriores a la administracion
de hCG, sacrificaremos las hembras para obtener los ciimulos que
contienen los ovocitos y los distribuiremos por las distintas gotas
de fecundaciéon comenzando la coincubacién con los
espermatozoides. Tras 5 horas de incubacion recogeremos los
ovocitos de la gota de fecundacion y los lavaremos
transfiriéndolos de manera sucesiva a través de 3 gotas limpias de
medio. Los dejaremos incubando en la dltima gota y a partir de la
sexta hora de incubacion tras la fecundacion, se podrad empezar a
ver qué ovocitos estan fecundados (2 prontcleos y 2 cuerpos
polares), cuales no lo estan (no tienen prontcleos), y cudles son
partenogenéticos (1 solo prontcleo) y deben ser retirados y
eliminados (ver Figura 2). Tras incubar las placas toda la noche,
podremos observar a la manana siguiente la evolucién de los
ovocitos fecundados a embriones de 2 células.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.-Imagen de ovocitos tras fecundacion.
Finalidad delaFIV: planificacion“de atras hacia adelante”

La utilizacion de cepas consanguineas y la posibilidad de
conocer su rendimiento reproductivo en las técnicas de
reproduccién asistida (19) nos permite poder realizar una
planificacion “de atras hacia adelante’, en funcion de la finalidad o
el resultado que persigamos con la realizacién de la FIV, ya sean
por ejemplo muchas crias en el caso de expansiones de lineas o
unas pocas cuando realizamos una rederivacion. De esta manera,
conociendo el desenlace deseado para el experimento y los
parametros que afectan a todo el proceso (ver Tabla 2) podemos
calcular facilmente el niumero de hembras con las que comenzar
el primerdiala superovulacion.

Tabla2.- Rendimiento reproductivo de C57BL/6J en técnicas de
reproduccién asistida. Datos de Byers et al. (¥) y de nuestro
laboratorio (+).

% de hembras que responden a la superovulacion (A) 95-100%*,+

Ne de ovocitos por hembra (B) 25.0 + 1.2 ovocitos*®

% medio de fertilizacion in vitro (C) 66.3 + 3.5%*

Embriones transferidos por hembra (D) =15 embriones+

| % hembras transferidas gestantes (E) = 80%+

Tamaro medio de las camadas de transferencia

de embriones (F) 5-6 crias+

A modo de ejemplo, en nuestro laboratorio el objetivo para
una rederivacion es el nacimiento de alrededor de 10 crias.
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Aplicando los parametros descritos en la Tabla 2 esto supone que
necesitaremos obtener 2 partos, para lo que habremos realizado 3
transferencias con 45 embriones. Por otro lado, para obtener esos
45 embriones mediante FIV habra sido necesario contar con al
menos 69 ovocitos que habremos recogido de 3 hembras
superovuladas, aunque teniendo en cuenta la posibilidad de que
alguna no responda al tratamiento hormonal finalmente
planificariamos el uso de 4 hembras en este experimento (ver
Tabla3).

Tabla 3.- Planificacion“de atras hacia adelante”en C57BL/6J para obtener
el nimero de hembras a superovular en rederivaciones y
expansionesde lineas.

Resultado E . % e 5 ”
deseado
Rederivacion: Srisrtos . 45 69 3 4
=10 crias P Shransferericios embriones| ovocitos | hembras | hembras
Expansion de T iaras — 135 205 8 9
lineas: =35 crias | * P 9 transferencias embriones| ovocitos | hembras | hembras

APLICACIONES DELAFIV

La criopreservacion espermatica es una técnica que presenta
numerosas ventajas para la gestion de un animalario de ratones
modificados genéticamente (29), y la fecundacion in vitro es la
herramienta imprescindible para poder recuperar animales vivos
desde ese material congelado. Esa es tal vez su aplicacion mas
comun, aunque existen otras aplicaciones que pueden ser utiles
para un animalario.

Rederivaciones

El uso de la FIV permite mejorar habitualmente la eficiencia
del proceso clasico de produccion de embriones con cruces
naturales. Esto es especialmente importante en las rederivaciones
por transferencia de embriones, ya que con frecuencia recibimos
pocos machos de la linea a rederivar, y por ello son pocas las
hembras que se pueden utilizar para esos cruces. Si a esto unimos
que estas hembras deben ser maduras sexualmente (8 semanas) y
que por tanto, la respuesta a la superovulacién y el numero de
ovocitos por hembra (Tabla 2: Ay B) seria menor que si utilizamos
hembras prepuberes (20), las opciones finales de tener un
numero de embriones suficientes que garantice un resultado
6ptimo en la rederivacion sera menor que si usamos la
fecundacioninvitro.

Esta mayor eficiencia se traduce en un menor uso de animales
ya que, como hemos podido ver en el ejemplo de la Tabla 3, lo
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habitual es que todas las rederivaciones que se realizan con
hembras Wt de fondo C57BL/6J se efectlien con Unicamente 4
animales.

La produccién de grupos experimentales y expansion de
lineas

La capacidad de la FIV para producir de manera rapida y
sencilla un elevado nimero de embriones nos permite también
conseguir programar la obtencion de un nimero importante de
crias, logrando asi expandir lineas o producir grupos
experimentales con mayor celeridad que utilizando cruces
naturales,

Obtener un niumero importante de crias hermanas del mismo
padre y nacidas el mismo dia puede ser interesante para producir
“a la carta” grupos experimentales, especialmente en disciplinas
como los estudios comportamentales en los que se requieren
grupos amplios de animales. En nuestra experiencia, esta
posibilidad también ha sido util para poder responder a
experimentos que plantean revisores de revistas cientificas, ya
que el largo proceso que va desde la obtencion de los resultados
experimentales hasta la publicacién de los articulos hace que las
lineas de ratones utilizadas puedan estar bajo minimos o incluso
inactivas y que, por tanto, obtener un grupo experimental amplio
mediante cruces naturales pueda resultar demasiado lento para
los plazos concedidos porlarevista.

A modo de ejemplo y como mostramos en la Tabla 3, en
nuestro laboratorio solemos producir alrededor de 35 crias por
cada experimento semanal de expansion realizado.

Elrescatedelineas

La gestién de lineas de ratones modificados genéticamente
puede resultar muy compleja: factores intrinsecos de la linea,
problemas ambientales, fallos de manejo, problemas sanitarios y
un largo etcétera pueden hacer que una linea que puede ser Unica
y muy valiosa llegue a una situacion critica en la que no sea
posible encontrarindividuos capaces de reproducirse y por tanto,
lo mas factible sea su pérdida definitiva. Si finalmente eso sucede,
no sélo se ha perdido una gran inversion de tiempo y dinero, sino
que también supone un desastre a nivel ético, ya que se ha podido
perder la inversion en animales que se hizo para establecer esa
linea.

En este tipo de situaciones criticas, las hembras de la colonia
no suelen resultar Utiles por tener una edad excesiva, pero los
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machos y pese a poder ser también bastante mayores (en
ocasiones mas de 2 afios) pueden servir para rescatar la linea
mediante FIV. Con esta técnica y con el uso del muestreo
espermatico in vivo (24), hemos podido rescatar en los Ultimos 5
anos 11 lineas de ratones modificados genéticamente en nuestras
instalaciones.

CONCLUSIONES

La fecundacion in vitro es una técnica que resulta esencial
para poder implantar un sistema de archivo de lineas de ratones
basado en la criopreservacion espermadtica, y para poder importar
lineas sin transportar animales vivos con las ventajas que todo
esto conlleva. Pero como hemos podido ver, la FIV puede ser util
también en otros procesos relacionados con la gestion de
colonias de ratones modificados genéticamente y ademas no se
requiere de una gran inversioén en equipamiento para establecer
un pequeno laboratorio donde poder realizarla.

La principal limitacion de esta técnica es el entrenamiento del
personal y la planificacion de la misma, aunque por todas las
utilidades que ofrece y las ventajas que conlleva aplicarla en un
animalario moderno, puede ser interesante invertir esfuerzos en
sudesarrollo eimplantacion.
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INTRODUCCION

La Directiva 2010/63 ha supuesto un cambio radical en
muchos aspectos relacionados con la experimentacion animal en
los paises pertenecientes a la Unién Europea. La introduccion en
2013 de nuevos conceptos dentro de la legislacién, tales como
evaluacion de bienestar, uso continuado, severidad prospectiva o
retrospectiva y los cambios en los informes de usos de animales
desde el ano 2014, obligan a modificar rutinas y adaptar los
cambios al funcionamiento diario de los animalarios.

Nuestro objetivo es tratar de facilitar esta transicion a los
centros y aclarar conceptos para ayudar a una interpretacion
uniforme, centrandonos especificamente en los roedores
genéticamente alterados. Para ello nos planteamos los siguientes
objetivos:

A. Explicar los cambios legislativos y su impacto en la
solicitud de proyectos y la informacién que debe
recopilarse en los informes estadisticos apoyandonos en
situaciones reales.

B. Revisar laimplementacién de la Directiva en situaciones
practicas de la gestion de colonias genéticamente
alteradas.

C. Explicar la realizacion de los estudios de bienestar
preliminares.

D. Aclarar el recuento de los usos de animales
genéticamente alterados, la severidad asociada que se
observard durante los procedimientos y su inclusion en el
informe.

A) IMPACTO DE LA DIRECTIVA 2010/63 EN LOS ANIMALES
GENETICAMENTE ALTERADOS

Si tenemos en cuenta que aproximadamente un 65% de los
animales utilizados en procedimientos en la Unién Europea son
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ratones (1) y que en paises en los que se dan resultados
pormenorizados, casi la mitad de éstos se han destinado a la
creacion y mantenimiento de lineas genéticamente alteradas (2),
se entiende laimportancia de lograr una interpretacion uniforme
delos cambios legislativos.

Con este objetivo, la Comision Europea reunié un grupo de
expertos para clarificar los cambios y dar una serie de directrices
que permitieran el cumplimiento de la legislacion. Como
resultado de esta reunién, se redacté un documento titulado
“Documento de trabajo sobre animales genéticamente alterados”
(3), aprobado por los representantes nacionales en su forma
definitiva el 23 de enero de 2013 y que se puede consultar en el
siguiente link:

http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animal
s/pdf/corrigendum.pdf

Este documento resuelve muchas lagunas, pero, aun asi, la
aplicacion practicade lalegislacion va identificando“zonas grises”
que se discuten para unificar criterios en una serie de reuniones
periddicas que la Comision Europea mantiene con las
Autoridades Competentes de los paises miembros. La unificacion
de criterios es esencial para que los datos estadisticos de los
distintos paises sean consistentes. Un ejemplo real de las
diferencias en la interpretacion ha sido la controversia sobre si la
genotipacion es o no un procedimiento y, por lo tanto, si requiere
de un proyecto autorizado. Algunos paises inicialmente lo
consideraban un sistema de “identificaciéon” vy,
consecuentemente, fuera del dmbito de aplicacion de la
Directiva. Sin embargo, la interpretacion que se aceptd en una de
estas reuniones es que el genotipado debe considerarse como
procedimiento si la técnica utilizada produce una alteracion del
bienestar del animal igual o mayor a la definicién de
procedimiento.



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/corrigendum.pdf
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A efectos practicos, la biopsia de cola es siempre un sistema
de genotipado invasivo. No sirve para identificar al animal, sino
que es un procedimiento de obtencion de tejido que se realiza en
animales identificados previamente. Los sistemas de
genotipacién no invasivos son aquellos que se basan en
caracteristicas fenotipicas que pueden observarse sin tener que
alterar el bienestar del animal, como por ejemplo el color u otro
rasgo fenotipico visible. Cuando se ha realizado la identificacion
de los animales con muescas en la oreja o corte de falange y ese
tejido se utiliza para hacer el genotipado, esto no se considera
como “genotipado invasivo”. Aunque pueda parecer
contradictorio, la razdn es que la identificacién, como practica
pecuaria, no entra dentro del ambito de la Directiva. En los casos
en que el genotipado se hace a base de un subproducto
resultante de la identificacion no hace falta un proyecto
autorizado. Dos documentos de FELASA (4,5) hacen una revision
exhaustiva de los sistemas de identificacion y genotipacion y
pueden servir para decidir el sistema mas adecuado para cada
caso.

El nuevo marco legal marca tres modificaciones sustanciales
respecto a la legislacién vigente en Espafia hasta la trasposicion
dela Directiva:

1) Ampliacién del concepto de modificacién genética. La
Directiva habla de animales genéticamente alterados,
incluyendo tanto a los animales modificados
genéticamente en el laboratorio como a los animales en
los que las modificaciones genéticas han aparecido de
forma espontanea oinducida.

2) Modificacién del concepto de “creacién” de una linea
genéticamente modificada. La Directiva 63/2010
puntualiza que el proceso de creacion de una linea solo
termina cuando ésta esté establecida.

3) Obligacidon de contar con un proyecto autorizado por la
autoridad competente para el mantenimiento de lineas
con fenotipo adverso desde el punto de vista de bienestar
animal.

1. Ampliacion del concepto de modificacion genética:
impacto practico

La Directiva especifica claramente que quedan incluidas
dentro del ambito de proteccion tanto las modificaciones
genéticas realizadas mediante técnicas de ADN recombinante,
como las inducidas por agentes biologicos, fisicos o quimicos y las

38

aparecidas de forma espontanea. Anteriormente sélo se
consideraban como creacién de lineas genéticamente
modificadas, aquellas que se obtenian mediante tecnologia del
ADN recombinante. El RD 53/2013 no excluye ninguin sistema de
induccion de alteraciones genéticas y, por tanto, es “creacion”
cualquier sistema que produzca una modificacion de la
informaciéon genética, independientemente de la técnica o el
fenémeno causante.

Las dudas que pudieran surgir de la interpretacion del Real
Decreto, que mantiene la terminologia “genéticamente
modificado’, quedan disipadas por la aclaracién realizada por la
Comision Europea:

Para el propdsito de esta Directiva, los animales genéticamente
alterados incluyen los animales genéticamente modificados
(transgénicos, Knock out, Knock in y otras formas de alteracion
genética como las mediadas por CRISPR/Cas9) y las mutaciones
naturales e inducidas a efectos de la definicién dada en
elarticulo3(1).

Un caso practico que ilustra este apartado es la obtencion de
animales con mutaciones inducidas por agentes quimicos. La
anterior legislacion espafola no requeria la solicitud de un
proyecto de creacion de linea genéticamente modificada si se
utilizaba un agente de este tipo. El mas representativo es la N-
ethyl-N-nitrosourea (ENU), que produce mutaciones puntuales
en los espermatozoides y que son trasmitidos a la siguiente
generacion.

Otro posible conflicto de interpretacion podria darse cuando
un experimento persigue obtener un genotipo que puede
encontrarse en la Naturaleza. Es decir, generar mediante esta
tecnologia un animal que podria encontrarse perfectamente
entre la poblacion silvestre. Aunque pueda argumentarse que la
alteracion genética no es tal, porque se podria considerar como
“natural’, la tecnologia utilizada es claramente un procedimiento
que esta buscando alterar la informacién genética preexistente
en el individuo, aunque no dé lugar a ninguna patologia, y por
tanto requiere un proyecto autorizado. No hay un nivel minimo de
modificacion. Incluso los animales que llevan una modificacién
puntual de un Unico nucledtido generados por cualquier sistema
de edicion génica, ZFN, TALENs o CRISPRs, deben considerarse
genéticamente alterados y por tanto, incluidos en los conceptos
de creacion y establecimiento.
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2. Modificaciéon del concepto de “creacién” de linea:
impacto practico

Nuestro decreto RD 1201/2005 ya requeria de un proyecto
autorizado para la creacion de lineas modificadas genéticamente,
pero el término creacion solo incluia los animales necesarios para
la obtenciéon del fundador; es decir: hembras superovuladas,
machos vasectomizados y hembras receptoras. La nueva
legislacion especifica que la “creacion” solo termina cuando una
linea esta establecida. El concepto de “establecer” una linea es un
término que ha sido aclarado especificamente por la Unidn
Europea para lograr una interpretacion homogénea entre los
paises miembros.

El documento del grupo de trabajo, y aceptado por todos los
Paises Miembros, determina que para “establecer” una linea hace
falta cumplir dos requisitos:

a) que la transmisién de la alteracién a la siguiente
generacion sea estable,
b) quesehayarealizado un estudio de bienestar.

a) Trasmisién estable

La primera consecuencia practica de tener que demostrar que
la trasmision es estable, es que, como minimo, hay que estudiar
dos generaciones y éstas se deben incluir en la fase de “creacion”.
Podria asumirse que cualquier modificacion que se ha
incorporado en el genoma de un animal deberia trasmitirse a la
siguiente generacion siguiendo el esquema mendeliano o ligado
al sexo. Esto es cierto en una gran mayoria de los casos, pero
algunas técnicas de generacion de animales genéticamente
modificados pueden dar lugar a situaciones especiales. En
algunos casos, lograr la “estabilidad” en la trasmision es bastante
mas complejo y puede requerir un nimero mayor de
generaciones.

Por ejemplo, en el caso de la mutagénesis dirigida, las
quimeras que se obtienen por inyeccién de células ES raramente
proceden de éstas en un 100% (ver Figura 1). En la mayoria de los
casos hay células del embrién receptor y, por esa razén, los
animales obtenidos a partir de esta técnica pueden no trasmitir a
ladescendenciaen la proporcion esperada del 50%.
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Imagen suministrada por'la autoria

Figural.- Quimera procedente de la microinyeccion de células ES de
fondo C57BL/6N (negras) en embriones Hsd:ICR (albinos).

En el caso de la transgénesis aditiva, el transgén puede
insertarse en mas de un cromosoma. En estos casos hay que
disenar una estrategia de genotipacion que permita separar las
diferentes inserciones en lineas individualizadas.

Mencion aparte requiere la nueva tecnologia de la edicién
génica, especialmente la basada en los CRISPRs/Cas9. La
eficiencia es tan grande que es posible obtener animales KO
directamente - es decir, animales que presentan interrupcion de
un gen especifico en sus dos alelos - pero esta tecnologia
potencialmente puede producir mutaciones fuera del lugar
esperado (off-target) y debe de eliminarse esa posibilidad antes
de realizar los estudios de caracterizacion fenotipica (6). En la
prdctica, esto puede suponer mas de dos generaciones y todas las
que sean necesarias deben de estar incluidas en el proyecto de
creacion. Todos los animales originados durante las diferentes
generaciones necesarias se registraran dentro del apartado de
creaciondelineas (verTabla 1).
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Tabla 1.- Ejemplo del recuento de animales utilizados durante la creacién de una linea genéticamente modificada hasta su establecimiento mediante
transgénesis aditiva y microinyeccion de células ES y que deberian reflejarse en las estadisticas de usos de animales si utilizaramos sistemas de
genotipacion invasivos (biopsia de cola).

Tipo de Transgénesis Estadisticas Estadisticas Microiny. Estadisticas Estadisticas
animal aditiva RD 1201/05 RD53/2013 células ES RD 1201/05 RD53/2013
Hembras
donantes 20 Si Si 20 Si Si
de embriones
Hembras
P i vl 10 si si 6 i si
manipulados
Crias
obtenidas 25 No Si 10 No Si
Determinaf.i_c’m
s s 20 No si 20 No si
positivo
Estudio preliminar
e g 1824 No si 18-24 No si
y 7 hembras, 3 camadas)
Total 93-99 30 93-99 74-80 26 74-80

b) Estudioinicial de bienestar

El segundo requisito para poder establecer una linea es haber
realizado un estudio que permita determinar si la alteracion
genética tiene alguna implicacion en el bienestar del animal. La
inmensa variabilidad de modificaciones genéticas hace
practicamente imposible definir un estudio tipo que permita
identificar todas las posibles alteraciones de bienestar. La
Comision incluyd en un anexo una recomendacion de estudio (3).
Este esquema debe de servir de guia, pero es necesario adaptarlo
a las caracteristicas especiales de cada modificacién que pueden
hacer necesario incorporar una edad diferente para realizar la
observacion, oincorporar un criterio especifico de evaluacion.

A nivel practico, tener que hacer un estudio inicial de
bienestar dificulta el “establecimiento”de lineas desde el punto de
vista legal. Si no esta establecida la linea tendremos que seguir
incluyendo en las estadisticas como “creacion” todos los animales
que sevan produciendo tengan o no un fenotipo adverso.

3. Obligacion de contar con un proyecto autorizado para el
mantenimiento de lineas con fenotipo adverso:
impacto practico

El tercer cambio esencial de la legislacion actual es el
requerimiento de un proyecto autorizado para el mantenimiento
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de las lineas genéticamente alteradas ya establecidas, si se prevé
que se puedan producirse animales que experimenten dolor,
sufrimiento, angustia o dano duradero equivalente o superior al
causado por la introduccion de una aguja conforme a las buenas
practicas veterinarias. Esta modificacion legal no sélo afecta a los
criadores comerciales, sino también a los centros que realizan cria
de animales para su propio uso experimental. Debemos tener
claro que la cria en si, es un procedimiento cuando se realiza con
lineas genéticamente alteradas no establecidas o cuando hay un
fenotipo adverso.

La parte mas controvertida es la interpretacion practica de
“fenotipo adverso”y si la existencia de mecanismos de control que
impidan la presentacién de este fenotipo puede evitar la
obligatoriedad de pedir un proyecto. En algunos casos, al
caracterizar la linea durante la evaluacion de bienestar que
permitio establecer la linea, se determind que las alteraciones del
bienestar se manifiestan a partir de determinadas edades o
determinados genotipos, como ocurre con las mutaciones que no
dan fenotipo en heterocigosis pero silo hacen en homocigosis. En
esos casos, si la cria garantizara no llegar nunca a las condiciones
que permiten aparecer ese fenotipo, tal vez podria prescindirse
de la solicitud de un proyecto, pero es un tema susceptible a
interpretacion y por ello, deberia discutirse con la autoridad
competente.
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B) IMPLEMENTACION DE LA DIRECTIVA EN SITUACIONES
PRACTICAS DE LA GESTION DE COLONIAS
GENETICAMENTE ALTERADAS

Importacion de lineas mutantes

Cuando un investigador solicita una linea genéticamente
alterada que no se ha creado en el centro, debe saber sila linea ya
estd establecida o no, es decir, si se ha realizado un estudio de
alteraciones del bienestar debidas a la alteracion genética. Esa es
la Uinica manera de saber si durante el mantenimiento de la linea
sevan a producir animales con fenotipo adverso y si serd necesaria
la solicitud de un proyecto para su mantenimiento de acuerdo al
RD53/21013.

Por ese motivo, cuando se intercambian modelos de ratén
entre investigadores, sin ese estudio del bienestar habria que
considerarlas como lineas no establecidas y por lo tanto, la
importacion requeriria un proyecto autorizado.

Lamentablemente, son muy pocos los casos en los que se ha
hecho ese estudio siguiendo las recomendaciones dadas por el
grupo de expertos para la interpretacion de la directiva en el
“Documento de trabajo sobre animales genéticamente
alterados”. La mayoria de los investigadores trabajan en campos
concretos debido a la especializacién. Cuando disefian un nuevo
modelo de ratén alterado genéticamente estan pensando en las
implicaciones fenotipicas que tendra la alteracién en su campo.
Una vez obtenida la linea, estudian el fenotipo resultante en su
campo de interés (inmunologia, oncologia, etc.) y raramente
estudian otros fenotipos muy evidentes, como pueden ser los
problemas reproductivos o de mortalidad.

Lineas que llevan tiempo histéricamente y no tienen un
estudio de bienestar hecho

En muchos centros se han ido creando lineas genéticamente
modificadas con las que los investigadores vienen trabajandoy en
las que no se ha hecho nunca un estudio de bienestar y por lo
tanto, aunque lleven mucho tiempo utilizandolas o simplemente
manteniéndolas, deberian considerarse también como lineas no
establecidas. Esto supone que tienen que tener un proyecto para
crear la linea y posteriormente para su mantenimiento en el caso
quefuera necesario.

A nivel practico esta resultando un gran problema en los
animalarios y uno de los puntos mas conflictivos para incorporar
la nueva legislacion. Nuestra recomendacion es tomar una
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aproximacion pragmatica basada en la colaboracion de los
grupos de investigacion y el OEBA del centro. Se valorarian las
alteraciones fenotipicas de las diferentes lineas basandose en la
informacion de los grupos de investigacion y las observaciones de
bienestar hechas por el personal del animalario. No es un estudio
“tipo” de bienestar siguiendo el esquema sugerido por el
documento de la Comisién, pero puede asumirse como un
estudio vélido. Segun eso, las lineas podrian clasificarse en
diferentes categorias:

- Lineas que no presenten alteraciones del bienestar y que
no se genotipan, o en caso de hacerlo, no se utiliza un
sistema invasivo: no requieren un proyecto de
mantenimiento.

- Linea con alteraciones del bienestar leves, moderadas o
severas: si requieren de un proyecto de mantenimiento.

- Lineaqueaunque notengan alteraciones del bienestar, se
someten a una genotipacion invasiva: si requieren de un
proyecto de mantenimiento.

El proyecto que se debe solicitar es para el mantenimiento de
lineas genéticamente alteradas y en él sélo se incluyen los
animales necesarios para realizar los cruces para el
mantenimiento de la colonia y todos los animales que se obtienen
y que NO se destinan a un protocolo experimental especifico. Los
que se destinan a protocolos experimentales especificos deben
dereflejarse en la estadistica en el apartado correspondiente al de
lafinalidad de suuso.

Cada linea genéticamente modificada es un mundo y por ello
que sea esencial hacer un estudio de bienestar para poder
determinar si hay o no alteracién del mismo y poder asignarle un
grado. Lo que las estadisticas deben de reflejar es la severidad real,
no la tedrica. Por eso es posible que dentro de una misma linea
genéticamente alterada tengamos que reflejar en las estadisticas
animales sin fenotipo, con alteraciones leves, moderadas o
severas. Nuestra responsabilidad es tratar de minimizar la
severidad y el nimero de animales utilizados, sin por ello
comprometer los resultados cientificos. En muchos casos, una
buena programacion de los cruces y de los sacrificios de
excedentes puede suponer una gran diferencia.

Lineas mutantes espontaneas

La Directiva se refiere a cualquier tipo de modificacion
genética, incluidas aquellas mutaciones espontdneas que dan
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lugar a una alteracién del bienestar. El documento explicativo de
la Comision es especialmente claro al mencionar que
independientemente de las medidas de contencién (una barrera
SPF), si la mutaciéon da lugar a un fenotipo potencialmente
adverso, es necesario contar con un proyecto autorizado para el
mantenimiento de la linea. Por ejemplo, lineas tales como los
ratones conocidos como SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency), una mutacién espontanea del gen Prkdc™
que elimina la inmunidad adaptativa y que en homocigosis
conlleva una reduccion severa en el nimero de linfocitos Ty B, a
pesar de no ser modelos generados en el laboratorio con
tecnologias de ADN recombinante, estan automaticamente
incluidos en todas las regulaciones que afectan a los animales
genéticamente alterados.

Creacion de un congénico

Cuando queremos pasar una mutacion presente en una linea
establecida que no tiene fenotipo adverso, no seria necesario a
priori un proyecto autorizado, salvo que haya prevision de que la
interaccion de esa mutacion con el fondo genético pueda
producir un fenotipo adverso. Sin embargo, si durante el proceso
se observa alguna alteracion del bienestar, es necesario valorar si
es debida a una interaccion inesperada con la mutacién, en cuyo
caso habria que pedir un proyecto.

Combinacion de dos o mas mutaciones en una unicalinea

Este es un proceso bastante frecuente, bien para generar
modelos condicionales, modelos inducibles o simplemente para
tratar de obtener un modelo de un proceso bioldgico que implica
a varios genes. Aunque a priori las lineas originales no tengan
fenotipo adverso, la combinacién en un tnico individuo de esas
mutaciones debe de considerarse como creaciéon de una nueva
linea y, por lo tanto, solicitarse un proyecto. Una vez realizada la
evaluacion de bienestar de esa “nueva” linea, se decidira si es
necesario un proyecto paramantenerla.

C) REALIZACION PRACTICA DE UN ESTUDIO DE BIENESTAR

En el "“Documento de trabajo sobre animales genéticamente
alterados’, el grupo de expertos para la interpretacion de la
Directiva trato de perfilar las lineas principales para la realizacion
de dichos estudios. Este documento es una guia que permite que
todos los estudios de bienestar tengan enfoques similares,
puedan compararse entre ellos, sirvan para modelos de diferentes
campos de investigacion y asi, sea posible el compartirlos con
otros grupos de investigacion.
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El estudio cubre diferentes estadios o edades del desarrollo y
vida de los animales, ya que los fenotipos pueden desarrollarse a
edades diferentes a los que los animales van a ser utilizados por
cada grupo de investigacion. Las observaciones se produciran al
menos en tres fases de la vida del animal: al nacimiento, al destete
y a la edad adulta. Ademas, se realizaran observaciones en otros
momentos diferentes a estos 3 si se prevé que pueda aparecer
entonces el fenotipo adverso; por ejemplo, si se trata de una
enfermedad que sélo se manifiesta, por lo menos a nivel teérico,
enfasesdeedad avanzada.

Como hemos comentado anteriormente, los investigadores
estan especializados en su campo y en muchos casos les resulta
complejo observar otros fenotipos, motivo por el que en el
documento anterior se describen los campos en los que realizar
las observaciones (apariencia, tamafio, comportamiento, etc.). En
relacion a este punto es muy importante la formacion en el
reconocimiento de alteraciones en los animales. Si no tenemos
conocimientos sobre el comportamiento y el aspecto de la
especie animal con la que trabajamos y sobre la descripcién de las
alteraciones observadas, no podremos realizar un estudio del
bienestar adecuado. De ahi la importancia de contar con la
colaboracién y la formacién que aportan los técnicos que
manejan los animales en los animalarios. Ademas, son los técnicos
los que observan a los animales a diario y son los primeros en
detectaralteraciones de los mismos.

El estudio de bienestar recomendado estd basado en los
protocolos de las primeras fases de fenotipado que se han
desarrollado en los consorcios internacionales. Se llevara a cabo
siguiendo los siguientes pasos:

1. Se realizard un planteamiento de cual es el fenotipo
esperadoy en qué fases del desarrolloy momento de vida
de los animales esperamos que afecte al bienestar. Por
ejemplo, en ratones que desarrollen tumores mamarios a
partir del destete -FVB/N-Tg(MMTV-PyVT)634Mul- se
realizaran evaluaciones con palpaciones mamarias en
diferentes etapas tras el destete.

2. Serecogeran datos de al menos un minimo de 7 machosy
7 hembras tomadas de al menos dos camadas diferentes,
wildetypey alterados.

3. Se realizard en animales de al menos la segunda
generacion (de F2 enadelante).

4. Setomardn, al menos, datos de los animales a tres edades:
neonatos, animales al destete (21 dias aprox.) y de edad
madura (2 meses aprox.).
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5. En aquellos casos en los que el fenotipo se desarrolle a
otras edades, también se tomaran datos a edades
representativas del fenotipo.

6. Se compararan los datos de los animales alterados
genéticamente con animales controles similares y no
alterados genéticamente.

El primer estadio en el que observaremos los animales es tras
el nacimiento (neonatos). Durante esa fase no es conveniente
manipular los animales, por lo que las observaciones se realizaran
con lamenorintervencion posible. Se observara:

1. Morfologia:
- Color de los neonatos: su alteracion puede indicar
alteraciones tales como anemia, alteraciones de la
circulacion, etc.

2. Comportamiento:
- Actividad de los neonatos: se evaluara la movilidad,
reflejos de posicion, etc.
- Presencia de leche en el estdbmago: permite saber si
los animales se alimentan y si la madre tiene
alteracionesen lalactacién o el cuidado de lacamada.

3. Elnumeroyeldesarrollo delos neonatos:
- Caracteristicas de la camada: se contabilizara el
numero de crias por camada, sexos, y evaluacion del
desarrollo de los neonatos.

En los siguientes estadios, como minimo al destete y a los dos
meses de edad, se observara:

Apariencia general.

Tamano, conformacién y crecimiento.
Pelaje.

Comportamiento.

Signosclinicos.

Tamano relativo.

Mortalidad y necropsias.

SO e B R e

Dichas observaciones se pueden realizar mediante unas
tablas sistematizadas que permitan ver la evolucion de la linea en
las diferentes etapas (verTablas 2y 3).
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Tabla 2.- Observacionesen Neonatos.

Actividad de los neonatos

Color de la piel

Actividad de los neonatos

Lactacién (milk spot)

Camadas: tamano, homogeneidad, etc.

Observacicnes

Tabla 3.- Observaciones trasel destete.

Madurez
(8sem.)

Destete

(3sem.) Otros

Apariencia general (Morfologia)

Tamano, conformacion, y crecimiento

Pelaje

Comportamiento:

- Postura

- Marcha

- Actividad

- Interaccion con el medio

Signos clinicos

Tamano relativo

Numero de animales en las etapas

Observaciones

Todas las anotaciones que realicemos deberian seguir
definiciones objetivas, simples y claras que puedan entenderse
tanto por los técnicos que manejan diariamente los animales,
como por los investigadores que utilizaran el fenotipo de los
animales.

Las observaciones se realizardn de forma similar a como se
realiza la supervisién del bienestar durante los procedimientos.
Seanotaran por cada animal las observaciones realizadas.

Podemos encontrar en guias o bases de datos nomenclatura
estandarizada para descripcion de signos clinicos (7, 8).

En algunas de estas observaciones se puede dar una
puntuacion numérica para indicar la gravedad. Es decir, si vemos
diarreas podemos puntuar de 1a 5 para indicar la gravedad de la
misma.

Al finalizar el estudio de bienestar se realiza un informe en el
que se resumen las alteraciones encontradas debidas al fenotipo
de los animales. Este estudio de bienestar, las alteraciones
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encontradas, las medidas propuestas para mejorarlo, junto con la
nomenclatura oficial de la linea y las caracteristicas de la
alteracion genética es lo que podria constituir el “pasaporte”de la
linea (ver Anexo I), un documento que facilitaria enormemente el
intercambio de lineas mutantes entre investigadores y
contribuiria positivamente al bienestar de los animales. Entre
otras ventajas podemos destacar que:

- Evitaria tener que pedir un proyecto en los casos en los
quelalineanodesarrollaun fenotipo adverso.

- También, enalgunos casos, podria reducir la severidad del
proyecto si conocemos en qué momento se produce la
alteracion del bienestar de lalineay ponemos las medidas
adecuadas para evitarlo o realizamos un mantenimiento
sinllegara esas edades.

- Evitaria quelos investigadores que tienen que utilizar esta
linea por primera vez tuvieran que solicitar un proyecto
para llevar a cabo el establecimiento de la linea, con la
consiguiente pérdida de tiempoy recursos.

- Asimismo, se reduciria el nimero de animales necesarios
al no tener que realizar, en cada uno de los centros, el
establecimientodelalinea.

Podemos ver un ejemplo de evaluacién en una linea ya
creadaenelanexoll.

D) RECUENTODELOS ANIMALES

Lanueva legislaciéon ha supuesto un cambio en el recuento de
los animales de las lineas con alteraciones genéticas, tanto para su
creacién como para su mantenimiento.

Debemos separar los animales que se utilizan para la creacion
de los animales que se utilizan para el mantenimiento. Creacion
incluye no sélo lineas nuevas que se desarrollan mediante
cualquier sistema de manipulaciéon genética, sino también
cuando por primera vez se realiza el cruce de dos lineas mutantes
para obtener una tercera, como mencionamos en el apartado B.
Hasta que no se realiza la evaluacion de bienestar de la linea
resultante, todos los animales producidos se incluyen siguiendo
los criterios de creacion reflejados enlaTabla 4.
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Tabla 4.- Recuento de animales utilizados para la creacién de una linea
genéticamente modificada.

Tipo de animal Creacion
Hembras donantes (Procedimiento superovulacién) Si
Machos vasectomizados (procedimiento vasectomia) Si
Hembras receptoras (transferencia quirtirgica) Si

CON GENOTIPACION SIN GENOTIPACION
MEDIANTE BIOPSIA DE COLA | MEDIANTE BIOPSIA DE COLA
Con mutacién Si Si
Sin mutacién Si No
Total TODOS SOLO LOS MUTANTES

Dentrodelacreaciondelalinea contaremos:

- Los animales que se utilizan para donar y recibir
embriones como animales no alterados genéticamente.
Los animales que nazcan alterados genéticamente
tengan o no fenotipo adverso.

- Todos los animales a los que haya que realizar biopsias de
cola para genotipar independientemente de que sean
genéticamente alterados o no.

- En este ultimo caso, los animales que al genotipar por
métodos invasivos no han incorporado la modificacion
genética se contardn como no alterados genéticamente.

En todos los casos se les asignara el grado de severidad real
observado, que puede coincidir o no con el predicho en la
solicitud del proyecto.

Una vez se ha establecido la linea de acuerdo con los criterios
de trasmision predecible y evaluacién de bienestar, hay que
incluir en el informe estadistico TODOS los animales que se
destinan a procedimientos incluidos en proyectos autorizados. En
ese caso, se incluyen bajo la finalidad que se especifica en cada
proyecto y la severidad real que se haya observado,
independientemente de que la nueva linea tenga o no fenotipo
adverso.

De la misma manera, si un animal genéticamente alterado se
sacrifica para la obtencién de érganos y tejidos, se le contabilizara
en la finalidad de la investigacion que requiera el uso de esos
érganos.
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En las lineas establecidas sin fenotipo adverso, los animales
utilizados para el mantenimiento no requieren proyecto y, por lo
tanto, notienen que incluirse en el informe estadistico.

En las lineas establecidas con fenotipo adverso, se incluyen
dentro de la finalidad “mantenimiento de lineas genéticamente
alteradas” todos aquellos animales destinados a cruces para
generacion de animales y todos los animales portadores de la
mutacion que NO se utilicen en otros proyectos o para obtencion
de 6rganosy tejidos, como es el caso de los excedentes de cria.

La validacion realizada por la autoridad competente de los
primeros informes correspondientes a 2014 detecta como error
que hayan podido incluirse animales no alterados genéticamente
en el “mantenimiento de lineas genéticamente alteradas” La
causa es que se han reportado animales sin la mutacién, pero
sometidos a un sistema de genotipacién invasivo, razén por laque
hay que incluirlos en las estadisticas. La sustitucién paulatina de
las biopsias de cola como sistema estandar de genotipado
corregira estasituacion.

Tabla5.- Recuento de animales utilizados para el mantenimiento de una
linea genéticamente modificada. NO se contaran en
mantenimiento los animales utilizados posteriormente en otros
procedimientos.

Creacion
No

Tipo de animal

Animales SIN fenotipo adverso

S, Si tienen la mutacion (como modificados)
SI. Si NO tienen la mutacion (como no modificados)

Animales CON necesidad
de Biopsia de cola

Animales CON fenotipo adverso Sl (como modificados genéticamente)

RECOMENDACIONES FINALES

En la préctica, todavia es dificil de valorar el impacto de la
Directiva en el niumero de animales utilizados en
experimentacion animal. Hemos experimentado una etapa de
transicion en la que han convivido en el tiempo proyectos
autorizados por la legislacién previa a la publicacion del RD
53/2013 y aquellos sujetos ya a la nueva normativa. Las
estadisticas de 2014 han supuesto un periodo de rodaje necesario
para adaptarnos a los nuevos recuentos estadisticos y ha sido el
desencadenante de numerosas dudas, que posiblemente se
hayan solventado de forma diferente. La complejidad de los
modelos genéticamente modificados es tal, que es muy dificil
marcar una directriz clara entre lo que es fenotipo adverso o noysi
ciertas situaciones, como por ejemplo generar un congénico, es
creacion de unanueva linea mutante.
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Nuestra intencion en este trabajo ha sido dar una serie de
criterios que ayuden a interpretar y desarrollar correctamente la
legislacion y con ello facilitar su implementacién uniforme.
También hemos tratado de identificar puntos que permitan
reducir de forma sensible el nimero de animales utilizados. Por
ejemplo, facilitando el “establecimiento” de lineas en nuestros
centros e intercambiando la informacién en una base de datos
comun, ya que la legislacion exige un estudio de bienestar, pero
no un estudio de bienestar en cada centro. También incorporando
los sistemas de genotipacidon no invasiva o fomentando la
criopreservacion de lineas. Con estas actuaciones podremos
contribuir de forma clara y directa al bienestar animal y a la
implementacién de las 3Rs, que es en resumen el objetivo de la
legislacion.
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Anexo |

ESTUDIO DE BIENESTAR DE LINEAS DE RATONES GENETICAMENTE ALTERADAS
1. DATOS DEL CENTRO DONDE SE DESARROLLA EL ESTUDIO

Nombre del Centro/Empresa/Instituto Numero de registro

2. DATOS DEL INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacion)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el investigador

Apellidos y Nombre NIF

Teléfono Fax E-mail

| | ||

3. DATOS DEL USUARIO QUE LLEVARA A CABO EL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacion)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el usuario
Apellidos y Nombre NIF

Teléfono Fax E-mail

| |1 |1

4. NOMBRE COMUN DE LA CEPA DE RATONES

5. FECHA DE INICIO Y FINALIZACION DEL ESTUDIO (maximo 5 afios)

Fecha prevista de inicio del estudio | |

Fecha prevista de finalizacion del estudio | |

6. RESUMEN DE LA ALTERACION GENETICA Y OBJETIVO CIENTIFICO.
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7.DATOS DE LA CEPA

Procedencia’
Cepa (nombre oficial)’
Tipo de modificacion’

Sistema de cruce’
Generacion (F, N)
Genotipos utilizados
Sexos utilizados
Edad maxima de uso

OBSERVACIONES

8. DATOS GENETICOS (rellenar aquellos que correspondan)

Nombre y simbolo del/os GEN alterado
Ne° de Cromosoma (situacién del gen)
GEN expresado (Transgénicos)

Promotor (Transgénicos)

Nombre y simbolo de/los ALELO alterado
Linea ES de procedencia

Cepa de procedencia de la linea ES

OBSERVACIONES

9. ESTUDIO DEL BIENESTAR

« Incluiranimales de grupos de edades representativas:

i) Neonatos, animalesal destete (21 diasaprox.), y de edad madura (2 meses aprox.)’

ii) Almenosunminimode7 machosy 7 hembras tomados de al menos dos camadas diferentes.

iii) Elestudiotomardanimalesde al menoslasegunda generacién (de F2 en adelante).

iv) Secompararan los datos de los animales alterados genéticamente con animales controles similares y no alterados genéticamente.

9.1. DESCRIPCION DEL FENOTIPO ESPERADO

1 Delcentroodeotro criador o suministrador (Vgr: Charles River, Harlan, Jackson, etc.)

2 http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/strains.shtml

3 Mutaciénespontdnea, Transgénico, Mutacion dirigida (Targeted mutation), Mutacion por agentes quimicos (ENU), Congénico, Compldstico, etc.
4. Homocigoto x homocigoto, hamocigoto x heterocigoto, etc.

5. Incluirotras edades en el caso de que la alteracion genética pueda manifestarse en esos momentos alterando el bienestar de los animales.
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9.2. DATOS OBSERVADOS’

Destete (3 sem.) Madurez (8 sem.) Otros

Apariencia general (Morfologia)
Tamano, conformacion, y crecimiento

Pelaje

Comportamiento:

- Postura

- Marcha

- Actividad

- Interaccién con el medio

Signos clinicos (Descripcion de signos clinicos)
Crecimiento
Nimero de animales en las diferentes etapas

Observaciones

Observaciones en Neonatos

Color de la piel

Actividad de los neonatos

Lactacion (milk spot)

Camadas: tamano, homogeneidad, etc.

Observaciones

10. RESUMEN DEL RESULTADO DEL ESTUDIO DEL BIENESTAR

11. REQUERIMIENTO DE PROYECTO
(¢Requiere el mantenimiento de esta cepa de ratones alterados genéticamente la solicitud de un proyecto?)

Sii | No| |
12. VISTO BUENO DEL OEBA

Apellidos y Nombre Numero de registro

| ||

Fecha, firma y sello

Fecha y firma del investigador Responsable del Estudio

6. http://ec.europa.eu/environment/chemicals/iab_animals/pdf/corrigendum.pdf
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Anexo |

ESTUDIO DE BIENESTAR DE LINEAS DE RATONES GENETICAMENTE ALTERADAS
1. DATOS DEL CENTRO DONDE SE DESARROLLA EL ESTUDIO

Nombre del Centro/Empresa/Instituto Numero de registro
| URRG | [ 26573896547

2. DATOS DEL INVESTIGADOR RESPONSABLE DEL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacion)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el investigador

| URRG |

Apellidos y Nombre NIF

[ ]| |
Teléfono Fax E-mail

3. DATOS DEL USUARIO QUE LLEVARA A CABO EL ESTUDIO (debera estar reconocida su capacitacion)

Nombre del Centro/Empresa/Instituto al que pertenece el usuario

| |

Apellidos y Nombre NIF

| | | |
Teléfono Fax E-mail

4. NOMBRE COMUN DE LA CEPA DE RATONES

MMTV-PyMT

5.FECHA DE INICIO Y FINALIZACION DEL ESTUDIO (méaximo 5 afios)

Fecha prevista de inicio del estudio | 1/1/2015 |

Fecha prevista de finalizacion del estudio \ 1/1/2016 |

6. RESUMEN DE LA ALTERACION GENETICA Y OBJETIVO CIENTIFICO.

Transgénico que expresa un antigeno del poliomavirus bajo el promotor LTR del MMTV. La expresion se realizara en tejido glandular,
fundamentalmente en glandula mamaria, siendo posible también su expresién en pulmdn, vesiculas seminales, y ovarios.
Modelo paratestar tratamiento frente a tumores de mama con metéstasis.
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7.DATOS DE LA CEPA
Procedencia’ URGG
Cepa (nombre oficial)’ FVB/N-Tg(MMTV-PyVT)634Mul/)
Tipo de modificacion® Transgénico
Sistema de cruce’ Wt x Hemicigoto
Generacioén (F, N) i?
Genotipos utilizados hemicigoto
Sexos utilizados Hembras y machos
Edad méaxima de uso 3 meses
OBSERVACIONES

8. DATOS GENETICOS (rellenar aquellos que correspondan)

Nombre y simbolo del/os GEN alterado Tg(MMTV-PyVT)634Mul

Ne de Cromosoma (situacion del gen) o
GEN expresado (Transgénicos) Tg(MMTV-PyVT)634Mul
Promotor (Transgénicos) MMTV

Nombre y simbolo de/los ALELO alterado | ;?
Linea ES de procedencia
Cepa de procedencia de la linea ES

OBSERVACIONES

9. ESTUDIO DEL BIENESTAR

+ Incluiranimales de grupos de edades representativas:

i) Neonatos, animales al destete (21 dias aprox.), y de edad madura (2 meses aprox.)’

ii) Almenosunminimode7 machosy 7 hembras tomados de al menos dos camadas diferentes.

iii) Elestudiotomaraanimalesdeal menoslasegundageneracion(deF2 enadelante).

iv) Secompararanlosdatos de los animales alterados genéticamente con animales controles similares y no alterados genéticamente.

9.1. DESCRIPCION DEL FENOTIPO ESPERADO

Las hembras desarrollaran tumores mamarios. No se espera otro fenotipo.

I Delcentroode otrocriador o suministrador (Vgr: Charles River, Harlan, Jackson, etc.)

2 http//www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/strains.shtm!

3. Mutacién espontdnea, Transgénico, Mutacion dirigida (Targeted mutation), Mutacion por agentes quimicos (ENU), Congénico, Compldstico, etc.
4, Homaocigoto x homocigote, homocigotox heterocigoto, etc.

5 Incluirotras edades en el caso de que la alteracién genética pueda manifestarse en esos momentos alterando el bienestar de los animales.
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9.2, DATOS OBSERVADOS®
Destete (3 sem.) Madurez (8 sem.) 3 Meses 4 Meses

Apariencia general (Morfologia) Normal Normal Normal Normal

Tamaiio, conformacion, y crecimiento | Normal Pérdida peso hembras, normal machos |  Pérdida de peso en machos Pérdida de peso

Pelaje Normal Descuidado hembras, normal machos Descuidado en machos Piloereccion

g;?vmmg':mpg:t ::r:’elrr:ﬂit Normal Normal Normal Postura encorvada

: : Palpacion de nédulos Palpacion de nédulos en zona Palpacion de nédulos mamarios.
:ieg:i;;:lsllgti::isé[:)esmpcién Sin presencia | consistentes inguinal y glandulas Alteraciones respiratorias
en mamas en hembras salivares en macho y de la miccion
i Curva de crecimiento Curva de crecimiento menor

Crecimiento Normal menor en hembras que cepa de referencia

Numero de animales Sin mortalidad | Sin mortalidad diferentes Mortalidad de hembras Sacrificio humanitario

en las diferentes etapas al destete ala cepa de referencia a partir de la semana 8 de los animales

Observaciones Sacrificio humanitario de hembras

alas 10 semanas
Observaciones en Neonatos

Color de la piel Normal
Actividad de los neonatos Normal
Lactacion (milk spot) Presente
Camadas: tamafio, homogeneidad, etc. 8 crias por camada. Homogéneas y dentro de los valores de la cepa de referencia FVB/N
Observaciones Normal

10. RESUMEN DEL RESULTADO DEL ESTUDIO DEL BIENESTAR

Las hembras hemicigotas MMTV-PyMT desarrollan tumores palpables a partir de la semana 5. A la necropsia se observaron metastasis
pulmonares. Las hembras no pueden tener lactaciones a partir de la semana 5 por lo que es necesario el mantenimiento de las crias con
hembras wt mediante cruces de hembra wt x macho hemicigoto. Los machos desarrollan tumores mamarios a partir del dia 83. En las
necropsias se observaron metastasis en pulmén. También se observaron tumores en glandulas prepuciales. Alteraciones respiratorias y de
lamicciénenlosanimales contumores en glandulas del sistema urinario y pulmonar.

11. REQUERIMIENTO DE PROYECTO
(¢Requiere el mantenimiento de esta cepa de ratones alterados genéticamente la solicitud de un proyecto?)

siX! No| |
12. VISTO BUENO DEL OEBA

Apellidos y Nombre Numero de registro

| ||

Fecha, firma y sello

Fecha y firma del investigador Responsable del Estudio

6. http://ec.europa.eu/environment/chemicals/iab_animals/pdf/corrigendum.pdf



http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/corrigendum.pdf

‘ Sodispan
" Research

KIE\XBEEI@

People are talking.

=Allentown=

Detail Report Vierw \J\ﬁ\’ar'{gmg

g BATAND  fpon Oe | ALTRS

PPy

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

La fiabilidad, el rendimiento, la calidad, el valor, la 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 WWWSODISPANCOM



http://www.sodispan.com/

Etica y Legislacion

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2017. Nimero 74

Conflictos laborales. Soluciones legales
a las peleas entre companieros de trabajo

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

La web Prevencién integral del 23 de junio, referia un articulo
de Laura Saiz en Expansion’, que ha llamado nuestra atencién y
que se incluye tanto en la seccion de Seguridad como en la de
Legislacion.

En el mismo se exponen algunas claves para atajar a tiempo
las discusiones, las faltas de respeto... que acaban en relaciones
laborales conflictivas y perjudiciales para la productividad de una
empresa.

Los cédigos de conducta internos o las normas de buena
educacion no siempre llegan a terminar con las dificiles relaciones
entre compaferos de trabajo. Los tribunales han tenido que
mediar en diferentes conflictos laborales que unas veces
provocaban un mal ambiente de trabajoy otras llegabanincluso a
atentar contra el honor o laintimidad de parte de la plantilla.

Aungue suelen ser mas comentadas las relaciones tensas
entre jefesy empleados, no es nada raro encontrar tensiones entre
trabajadores con la misma categoria profesional.

Hay que diferenciar entre casos de acoso laboral y conflicto
laboral. Hablamos de ACOSO en casos de conductas sistematicas
duraderas y repetitivas utilizando medios relativos al trabajo,
desviandolos de su finalidad, con intencion de afectar
psicolégicamente al trabajador. EIl CONFLICTO se refiere a un
enfrentamiento de posiciones entre personas (o grupos) en el que
el comportamiento de uno perjudica el logro de los objetivos del
otro. Por supuesto, siempre habra situaciones intermedias y
limites. También hay que entender que las exigencias
organizacionales, el estrés laboral o el Sindrome del Quemado
(Burnout) no forman parte de estas conductas.
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La buena fe contractual, que exige el propio Estatuto de los
Trabajadores en su articulo 5, es la base de estas relaciones
laborales. Establece, entre los deberes basicos de los empleados, el
cumplir con las obligaciones concretas de su puesto de trabajo, de
conformidad con las reglas de la buena fe y diligencia. Sin
embargo, este texto no da unas referencias claras de como deben
ser esas conductas. En ocasiones, estas relaciones acaban en
despidos para una de las partes cuando la tension esta
perjudicando no sélo a los afectados, sino al resto de la plantilla, a
la imagen corporativa y a la productividad general de la empresa.
Los tribunales no sélo se han enfrentado a discusiones, también se
han enfrentado ainsultos, faltas de higiene y hasta asesinatos.

En el articulo también se comentan distintos casos concretos
sobre situaciones conflictivas y como se resolvieron en los
tribunales:

Despedido por no ducharse: La falta de aseo personal de un
trabajador es una transgresion de la buena fe contractual, una
condicion que viene reflejada en varios convenios colectivos y que,
si existen pruebas pertinentes que lo demuestren, podria acabar
en un despido procedente, siempre que exista reincidencia en el
empeno por no ducharse. La jurisprudencia también apoya de
manera reiterada esta tesis. Asi, uno de los fallos mas comentados
fue el emitido por el Tribunal Superior de Justicia de Madrid en
marzo de 2007, que explicaba quela poca higiene de un trabajador
crea un grave malestar a quienes han de compartir el espacio vital
en el puesto de trabajo, perjudicando incluso la integridad fisica y
moral de los trabajadores que han de soportar la falta de higiene
de un compafiero y que tiene una gran importancia en la
convivencia social y en el rendimiento.

Invalidez absoluta por el mal ambiente: El juzgado de lo
social numero 3 de Vitoria concedid la invalidez absoluta a una
enfermera de Osakidetza debido a un conflicto laboral con sus
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compaieros de trabajo y sus superiores. El mal ambiente le
provoco, segun el fallo, un trastorno adaptativo reactivo a una
situacion de estrés y confirma que su origen se asienta en las
condiciones laborales, por lo que el juez ha determinado que se
trata de un accidente laboral. A pesar de que la sentencia confirma
estos hechos, en ningtin caso senala como probado que se trate de
un caso de acoso u hostigamiento laboral y determina que, para
que una enfermedad de este tipo sea considerada accidente
laboral, no es obligatorio que se produzca mobbing comotal o que
el acoso se realice de un jefe a un subordinado. Asi, admite que se
puede producir con ocasion de las relaciones entre companeros.

A la calle por llamar “huevén” a toda la oficina: Huevon,
horseface, patito feo o la novia de Shrek son algunos de los
adjetivos que usaba una empleada para referirse, por correo
electrénico, a buena parte de la plantilla y que le valieron para ser
despedida cuando se enteraron los jefes de tal arsenal de correos
descalificativos. Este asunto lleg6 al Tribunal Superior de Justicia
(TSJ) de Catalunya, ya que, en primera instancia, no se considero
que este lenguaje soez pudiera considerarse falta de respeto grave
porque habian sido enviados de forma privada. El TSJ si que
aprecié graves ofensas contra el honor y la dignidad de sus
superiores y compaferos. Ademas, recuerda que el contrato de
trabajo que firma la trabajadora despedida contenia un anexo que
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especificaba que el uso del correo electrénico constituye una
herramienta puesta a disposicion sélo para el desemperio de la
actividad profesional y podria ser revisado.

Matar a un superior es accidente laboral: El Tribunal
Superior de Justicia del Pais Vasco ha considerado accidente de
trabajo el asesinato de un empleado a manos de su aprendiz, un
menor de edad que le atraco para robarle una cadena de oro que
posteriormente vendié por 270 euros. Los dos trabajadores
acudian siempre juntos al centro de trabajo en el coche del tutor,
ya que vivian cerca el uno del otro. La sentencia estima que se
produjeron todos los requisitos para entender que se tratabade un
accidente in itinere a pesar de que aun no se habian montado en el
coche cuando se produjo el estrangulamiento. El hecho de estar
dentro del garaje para efectuar el recorrido habitual al trabajo se
suma al vinculo laboral que existia entre ambos, lo que facilité el
acceso del agresorasuvictima.

En nuestro gremio creo que nunca hemos llegado a estos
extremos, pero el tipo de trabajo, la distribucién de tareas, el que
en ocasiones éstas vayan encadenadas, la premura de tiempos, las
tareas rotatorias... pueden generar este tipo de conductas que
siempre y sin duda deben atajarse. Crear conciencia de equipo y
apoyo mutuo puede ayudar a evitar estos comportamientos.
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Contratas de personal o “outsourcin%”.
¢Qué debemos considerar desde el punto de vista
de la prevencion de riesgos laborales?

Jesiis Martinez Palacio y M® Carmen Garcia Ortiz
Técnicos Superiores en Prevencion de Riesgos Laborales

La subcontrataciéon del personal de animalarios es una
realidad cada vez mas presente en nuestras instalaciones. Cuando
en 1994 realizamos la primera “subcontrata de personal” para el
Animalario del CIEMAT, aquello pareciaimposible y hubo quienes
nos reprobaron y nos auguraron un escaso futuro. Hoy, casi 25
afios después, esta practica es comun y va siendo habitual en
muchas instituciones.

En Junio de este afno se celebrd en Bilbao la Feria
Subcontratacion 2017. En un articulo de El Diario recogido por la
web Prevencion Integral (1), se exponian los siguientes datos:

- El40% de los accidentes laborales en la industria se producen
en subcontratas (empresas que en el momento del accidente
prestaban sus servicios a otra compania). Este dato refuerza la
opinion de los sindicatos, que achacan a las cadenas de
contratacién los elevados indices de siniestralidad.

- Segunlas centrales, el personal de estas empresas es el que se
encuentra mas expuesto a sufrir un accidente laboral. En parte
por falta de formacién y por la limitada capacidad de
exigencia ante el empresario.

- Para la patronal, ni la temporalidad ni la subcontratacion
guardan una relacién directa con la siniestralidad. En su
opinion, el riesgo reside en la actividad que se realizay no en
el tipo de contrato que se firma.

En la citada Feria, el Director General del Instituto Vasco de
Seguridad y Salud Laborales-Osalan, Alberto Alonso, hizo
hincapié en que del total de accidentes laborales registrados
durante el pasado afio, casi un 9% se produjeron en trabajadores
pertenecientes a subcontratas.

Por su parte, la consejera de Trabajo y Justicia, Maria Jesus San

José, ha incidido en que la proteccion del trabajador frente a los
riesgos exige una actuacion en la empresa que va mas alla del
mero cumplimiento formal de un conjunto predeterminado de
deberes y obligaciones y la simple correcciéon a posteriori de
situaciones de riesgo ya manifestadas. La prevencion debe
integrar el sistema general de gestion de laempresa.

En este sentido, creemos que es conveniente repasar, aun
cuando esta sea una responsabilidad de los Servicios de
Prevencidn de Riesgos Laborales (SPRL), las actuaciones basicas
de contratante (empresa principal) y subcontrata (empresa
concurrente) en materia de riesgos laborales, lo que se denomina
coordinacion de actividades empresariales.

Sélo pretendemos aqui bosquejar estaimportante tarea, para
que seamos conscientes, bien como contratantes, bien como
personal externo, de la dimensién y contenido basico de la misma.

Esta tarea se sustenta, entre otra mucha normativa, en la Ley
31/1995 de Prevencion de Riesgos Laborales (2) y el RD 171/2004
relativo a coordinacion de actividades empresariales (3). Hay
varias publicaciones del INSHT, como la NTP 564 (4), relativas a
estetema.

EISPRLdelasubcontratadebe:

- Acreditar que cumple conlanormativay en concreto:

» Laevaluacion de riesgos y la planificacion de la actividad
preventiva relativa a los servicios contratados.

» Proporcionar formacién e informacién a sus
trabajadores.

« lavigilanciadelasalud delostrabajadores.

= Que los trabajadores posean la capacitacion especifica
que seadeaplicacidn alos servicios contratados.
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- Informar sobre los riesgos a terceros que pueda suponer su
actividad, asi como a notificar los accidentes de trabajo
ocurridos en laempresa contratante.

EISPRL de laempresa contratante debe:

- Facilitar la siguiente informacién sobre el centro de trabajo y E STA M O S

i ; EN EL CENTRO DE
los servicios a desarrollar: LA INVESTIGACION

EN HABLA
HISPANA

» Informacion sobre los riesgos existentes en el centro de
trabajo (generales y especificos), asi como medidas de
protecciony prevencion de los mismos.

« Si procede, exigencia de trabajar conforme a
procedimientos (PNTs) establecidos.

+ Obligatoriedad de tener permisos o capacitaciones para
ejercer las tareas contratadas.

+ Medidasdeemergencia.

Desde esta base de conocimiento se establecen toda una
serie de actuaciones que exceden la pretension de este articulo.

Y, como siempre, insistir en que la seguridad es una labor de
todos. Independientemente del tipo de relacién laboral que
tengamos.
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Construir una sala de contencion

biologica: dos and donts

Francisco Javier Garcia Palomo

Bioguimico (USAL, 2000) y responsable del drea de Biocontencién del Banco Nacional de ADN Carlos Il (Salamanca) desde 2005.
Vicepresidente de AEBioS y vocal del Comité Técnico de Normalizacion 171 de AENOR para “Calidad Ambiental en interiores”.

Oficial de Bioseguridad (certificacién IFBA).

Imagen suministrada por la autoria

Cuando nos planteamos construir una sala de contencién
biolégica de nivel 3 (NCB3), se nos abre ante nosotros un camino
que enseguida es facil que sea mds bien una escalada. Existen
muchas cosas que pueden salir mal, muchos problemas técnicos
que resolvery, lo que es aiin mas importante, mucha financiacion
que encontrar, no solo para la construccién sino sobre todo para
mantenerla operativa en condiciones aceptables de
biocontencion. No estamos hablando de un equipo que podamos
utilizar una vez y aparcar en una esquina como una centrifuga o
una pipeta, sino de toda una instalacion, a veces un edificio
completo, que va a costar mucho esfuerzo poner en marcha y
mantener operativo durante un tiempo suficiente para amortizar
suconstruccion.

iPara qué necesitamos unasala dealta contencion?

Es quiza la pregunta mas facil de hacer pero la mas dificil de
contestar. Una sala de este tipo sélo tiene sentido si se va allevar a
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cabo un proyecto de largo recorrido en el que la peligrosidad de los
agentes utilizados nos obliga. Y aqui empiezan los problemas:
icomo se decide si un agente es lo suficientemente peligroso
como para mantenerlo confinado? La clasificacion de agentes
peligrosos disponible en Espafa en el RD664/97 o la directiva
2000/54/CE no esta muy clara, pues ni vienen todas las especies ni
para todas dan mucha informacién: no eslo mismo subcultivaruna
especie del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) que hacer
el diagnéstico de una sangre posiblemente infectada con él.
Entonces, ;donde esta lafrontera? y jcdmo valoramos ese riesgo?

No existe en Espaina una formacién con certificacion oficial
especifica que permita realizar esta valoracion con total solvencia,
y todavia son pocas las instituciones donde existe un Comité de
Bioseguridad que la pueda llevar a cabo. En la mayoria de los casos,
al menos en las instituciones publicas, se deja descansar esa
valoracion en las espaldas de los técnicos de Prevencion de
Riesgos Laborales (PRL) y esa acostumbra a ser un area en la que
tampoco suelen tener atin ni la formacion, ni la informacién, ni los
recursos necesarios para evaluar un proyecto de este calibre. La
segunda posibilidad es, a partir de los conocimientos de las
personas que piensan que necesitan un drea de contencion,
contactar con empresas del sector donde hay personal dedicado y
formado, y aqui se abre un mundo de posibilidades. Algunas
empresas de ingenieria confunden salas limpias y salas de
contencion y el error es bastante comtin; no es lo mismo proteger
un bioldgico que proteger al trabajador, comunidad y entorno de
ese una vez“liberado” o dentro del recinto. En otros casos, el Gnico
afan de éstas es vender una serie de equipos que no siempre
satisfacen las necesidades que se exigen, pero no son capaces de
evaluar el proyecto en su conjunto. Las hay que ni siquiera han
construido nunca una sala de este tipo, pero se aventuran a
hacerlo. Son pocas las que, con solvencia, son capaces de evaluar
todo el proyecto en conjunto, disefar, ejecutar y realizar un
seguimiento completo durante toda la vida de la misma.
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Lo normal, y creo que lo prudente, es dejarnos aconsejar por
aquellos que estdan acostumbrados a trabajar con agentes
peligrosos. Aqui deberia aparecer la figura del Consejero de
Bioseguridad (Biological Safety Officer o BSO), alguien con
experiencia demostrada en el area, con las competencias
adquiridas en anos de trabajo de campo y con titulacién
proporcionada por instituciones extranjeras como ABSA o IFBA. El
BSO debe ser una persona que tenga una amplia gama de
competencias y habilidades para asesorar a la direccion y al
personal sobre el uso seguro de material biolégico, y que no sélo
conoce y ha visitado varias instalaciones similares, sino que ha
adquirido los conocimientos suficientes para el disefio integral de
una sala. El profesional en bioseguridad suele ademas haber
trabajado en otras organizaciones aplicando sistemas de gestion
tales como 1SO 9001, I1SO 14001 u OHSAS 18001, para controlar,
gestionar y fomentar el desarrollo y la implementacion de los
programas o sistemas de evaluacién del riesgo.

El comité de bioseguridad junto con el BSO son los que
deberian valoran la necesidad o no de construir una sala NCB3 a
partir de los informes que el promotor del proyecto debe haber
elaborado previamente. En ese informe, se deben detallar con la
mayor precision posible las actividades que se van a realizar, con
qué agentes y en qué estado, asi como las cantidades de agentes
que se van a manipular. Con ese montdn de informacién ya
podemos empezar a trabajar en el resto de necesidades de
evaluacion: soluciones de ingenieria requerida, medios y espacio,
necesidades de formacion de personal, costes de construccion y
operacion..., un sinfin de detalles que se van a necesitar, tanto
para su disefio como para su organizaciony funcionamiento.

Lamentablemente, la informacidn para el desarrollo de esta
tarea no parece ser accesible para la mayoria. La Guia para la
evaluacion y prevencion de los riesgos relacionados con la
exposicion a agentes bioldgicos (INSTH, 2014), aunque es
bastante completa, se queda bastante lejos de satisfacer nuestras
exigencias. Hasta ahora tan solo los manuales de la Organizacion
Mundial de la Salud (Word Health Organization o WHO) y sobre
todo el Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
(BMBL) del Center for Disease Control americano (CDC), nos
permiten tener una vision total de los requerimientos fisicos y
tecnoldgicos para segun qué necesidad de biocontencion. Esas
normas, de obligada aplicacion en los paises en los que se emiten,
no siempre han sido aceptadas y aplicadas en Espafna pero siguen
siendo la referencia para muchos otros y, si me permiten, de
obligado cumplimiento. La American Biological Safety Association
(ABSA), la International Federation of Biosafety Association (IFBA) y

el Canadian Institute of Health disponen de mucha informacién en
sus paginas web acerca de las normativas y exigencias técnicas
utilizables para construir una sala de contencion con todas las
garantias de seguridad, incluso de las tan de moda Apps para la
valoracién de patdgenos, a las que recomiendo echar un vistazo.
Son fichas de seguridad (FDS o su acrénimo ingles MSDS) de
agentes bioldgicos, en las que se describe su peligrosidad,
posibles huéspedes, modo de transmision, inactivacion y latencia
y, un montén de referencias a literatura mas para saber a qué nos
enfrentamos.

Ademas, en los ultimos cuatro afos, desde la Asociacion
Nacional de Bioseguridad (AEBioS), a la que muchos lectores ya
conoceran y si no desde aqui os invito a conocerla, se ha avanzado
bastante camino para generar una serie de recursos que nos
permitan disponer en Espafia de manuales de referencia en los
gue se traten todos los aspectos necesarios para el desarrollo de
un proyecto de este tipo. El primero, aunque aun no estd
publicado y esperamos lo haga en los proximos meses, es la
norma UNE-EN 171400, sobre “Disefio y validacién de dreas NCB3
y ANCB3', donde el acronimo “A” se refiere a animalarios. En ella
han trabajado un nutrido grupo de expertos tanto de la empresa
publica como privada formado por ingenieros de empresas
especializadas, técnicos y usuarios experimentados y BSO's
acreditados de las principales instalaciones de biocontencion de
nuestro pais, compilandoy adaptando no sélo la informaciéon mas
actual existente, sino también aportando la experiencia
acumulada durante afos de trabajo en biocontencion.

i{Doéndela construimos?

Cuando ya se ha decidido sobre la necesidad de construir esta
infraestructura comienzan las decisiones sobre el terreno, nunca
mejor dicho. Intentar reaprovechar una zona de un edificio ya
construido no suele ser una buena idea por varias razones. La
primera y quizas mas importante es, segun las normativas antes
comentadas, que se deberia exigir que se ubique en una zona
alejada del resto de instalaciones de nivel de contencién inferior,
con ningun transito administrativo y alejada de las paredes
exteriores del edificio. Esto ya reduce las posibilidades de
utilizacion de los edificios existentes, pues casi ninguno de las
disponibles suele cumplir todas las expectativas. En el mejor de
los casos se suele adjudicar una zona en los sétanos que no
siempre nos va a permitir cumplir con otra exigencia bastante
importante. Las zonas técnicas deberian estar formando un
sandwich con la zona de contencién, de manera que las salas de
filtros HEPA y climatizacién, servicios eléctricos y otros suministros
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estén en la planta superior para que todas ellas y sus
conducciones estén a la vista en esa zona y se pueda acceder a
ellas por el techo de la zona de contencién de la manera mas
limpia y simple posible en el punto de uso (por ejemplo, en una
caja defiltracién terminal). Los efluentes liquidos deberian salir de
la zona de contencién por gravedad, sin depdésitos ni bombas
intermedias, hacia la zona de tratamiento (Biowaste) y con
conducciones también expuestas para su control, mantenimiento
y posible reparacion (ver Figura 1). Ademas, esas zonas técnicas
deberian ser consideradas con el mismo nivel de contencién que
la propia sala, por lo que tendremos que aislarlas de la misma
manera, con sus salas de independencia, airlocks o SAS para todo
el tréfico que deben soportar. Con esta premisa se acaban de
triplicar las necesidades de espacio, por lo que una construccion
ya acabada rara vez podra acoger de manera adecuada un NCB3 o
ANCB3. Ademas, la norma de que la altura libre ronde los 280 cm
hace casi imposible encontrar en una construccién un espacio
adecuado paratalfin.

| HVAC Y HEPA |

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Disposicion aconsejada de lasinstalaciones.

Por eso, la mejor opcidn suele ser o bien realizar una
construccion independiente del resto de edificios y asi lograr no

ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2017. Nimero 74

tener restricciones de disefio, o bien pensar en una sala de
biocontencién cuando se construye el edificio.

Un ejemplo de este error y que estamos viviendo ahora es
cdmo en algunos hospitales, a raiz del reciente y lamentable
episodio de Ebola, se pretenden construir habitaciones de
aislamiento para infectocontagiosos reaprovechando
habitaciones donde muchos de esos requerimientos no son
factibles de llevar a cabo. De esta manera, sera dificil que sean
capaces de cumplir su cometido de manera eficaz y la inversion
habra sido en balde.

iA quién le encargamos la ejecucion?

Pues aunque parece la mas facil, es la mas dificil. Pocas son las
empresas que integran ingenieria civil con conocimientos en
biocontencion y bioseguridad. Como ademas, y sigo hablando de
la empresa publica, son licitaciones que salen a concurso te
puedes encontrar con muchas sorpresas. Aqui es donde ese
primer trabajo de disefio y requerimientos, la llamada Design
Qualification (DQ), juega un papel muy importante para filtraralas
empresas que de verdad construyen instalaciones homologables
y“llave en mano’, es decir listas para su uso, incluidas las licencias
oportunas. El intrusismo de algunas ingenierias, a veces
especializadas en salas blancas y quiréfanos, junto con las
decisiones politicas/administrativas en las que los gestores de las
instituciones a veces priman cuestiones econdmicas, u otras aun
mas peregrinas, sobre la seguridad de la instalacién pueden
acabar en sobrecostes no asumibles o en desastres a veces
irreparables.

Definir claramente las necesidades, los materiales de
construccion, la resistencia mecanica y quimica de acabados, la
ubicacion de cada equipacion, las instalaciones y equipos de
frontera, la distribucion de salas para un trafico de materiales y
personas, y equipos seguros y funcionales dejaran fuera de la fase
de licitaciéon a aquellas empresas no especializadas. Si ademas
incluimos en la ecuacién el movimiento de animales, la cosa se
pone mucho mas dificil, pues requerirdn de su propia via de
entrada y de instalaciones especificas para su eliminacién.
Estamos hablando de una sala de alta contencién,enlaquesevaa
trabajar con agentes biopeligrosos que pueden causar
enfermedades a veces letales para el personal de la misma, por lo
que poner en la balanza consideraciones econdmicas frente a la
seguridad de personas y entorno no me parece ético. Construir
una sala de contencion con recursos insuficientes no es adecuado
yademas es peligroso.
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;{Qué elementos de contencion deberian tener nuestras salas?

Desde los materiales hasta la distribucion de espacios,
pasando por puertas, luminarias, conducciones, sistemas de
tratamiento, sistemas de intercambio de muestras,
revestimientos, mobiliario, perimetro de contencidn, distribucion
del trafico de personas y animales, etc., todo ha de ser
meticulosamente disefiado.

Comencemos con los materiales del perimetro de contencion
y su revestimiento. Para los materiales de construccion (paredes,
suelos, techos...) existe aln cierta discrepancia en el tipo mas
aconsejable. En cualquier caso, cualquiera que no sea facilmente
descontaminable o con juntas cuya estanqueidad no pueda ser
regularmente comprobada, no suele ser una buena eleccion;
ademas, si pensamos en animales de gran tamafo, la resistencia
mecanica es otro handicap. Por eso, las ultimas tendencias suelen
tender a utilizar el hormigdn en todo el perimetro, suelos y techos,
revestido con pinturas elasticas de poliuretano (frente a las
epoxidicas, muy resistentes pero rigidas y quebradizas). Este tipo
de pinturas ofrecen una resistencia mecanica y quimica muy
buena, incluso para suelos, son facilmente descontaminables y
sobre todo, no requieren de personal especializado para su
reparacion. Ademas, el hormigdn, como soporte de éstas, ofrece
la mejor resistencia mecdnica, es una excelente barrera frente al
vapory reduce el nimero de juntas.

En la actualidad se siguen utilizando paneles tipo sandwich,
consistentes en dos capas de aluminio envolviendo un nucleo de
espuma, unidos entre placas mediante junta sellada con
elastomero (silicona para los no entendidos) para la tabiqueria y
techos, pero no siempre seran adecuadas: uniones no revisables,
insuficiente resistencia mecanica o el fuego. .. hacen que este tipo
de material no satisfaga todas las necesidades de algunas salas de
biocontencion. También deberemos evitar utilizar mamposteria
de ladrillo y cemento (salvo que los ladrillos sean macizos), pues
son demasiado permeables al vapor y contienen huecos de dificil
sellado.

Si ya hemos optado por el material de construccion, ahora
debemos incorporar los sistemas de intercambio: personas,
animales, equipos, material de laboratorio, muestras, aire, agua,
electricidad... Para todos ellos debemos controlar la forma de
accedery, sobretodo, lade salirdelainstalacion.

Vayamos por, quiza, el mas complicado de gestionar: el
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intercambio de aire con el exterior. Una de las caracteristicas mas
importantes de una sala de contencion es que, una vez dentro,
todolo que salga debe hacerlo a través de sistemas queimpidan la
fuga de biopeligrosos, y el aire constituye un excelente vehiculo
de transporte para muchos de esos elementos. Esto hace que
todo el aire que existe dentro de la sala haya de ser filtrado de
manera similar a como se hace en una cabina de seguridad
biolégica (CSB) antes de poder expulsarlo al exterior; no me
refiero al aire que introducimos, que lo puede hacer casi
libremente si no se necesita mantener condiciones de esterilidad
enlasala, sinoal que sale, que sélo lo podra hacer a través defiltros
de alta eficacia (HEPA, High Efficience Particulate Arrestance). A
partir de esta premisa surge el siguiente elemento de contencion:
la presion diferencial negativa.

(En qué consiste y para qué sirve la presion diferencial
negativa? Supongamos una sala de la que estamos extrayendo
aire continuamente; si simultaneamente no introducimos un
volumen de aire equivalente se generaria una creciente depresion
en el interior hasta alcanzar tedricamente el vacio. Esto es
evidente, muy dificil y no nos lleva a ningun sitio, pero si
conseguimos crear cierto nivel de depresiéon, como lo hace
nuestro aspirador de casa, podremos conseguir una eficaz barrera
de contencion por dos motivos:

- Alaspirarcontinuamente el aire de unasala, estamos
limpiando de particulas su interior.

- Cuando la puerta de esa sala se abre, para entrada o salida de
cualquier elemento, la depresién interior impediréd que las
particulas traten de salir hacia la sala contigua, pues la
corriente de aire generada siempre fluye hacia la zona en
depresion.

Si esa depresion generada entre salas contiguas va creciendo
a medida que entramos hacia la sala de contencion (ver Figura 2),
el flujo de aire sera siempre desde zonas limpias hacia zonas
menos limpias o contaminadas, impidiendo la salida de
biopeligrosos. Las presiones diferenciales aconsejadas entre salas
suelen estar entre los 20-35 Pa: se utilizan los valores mds altos con
puertas de gran tamano, con el fin de mantener ese flujo de aire
cuando se abren, pero pensad en que los equipos encargados de
realizarlo han de ser muy potentes para poder mantener esas
solicitudes, mas cuanto mayores sean. Al final, la sala mas sucia
tiene una depresiéon mucho mayor respecto al exterior (tedrico 0
Pa), pero entre ellas siempre hay 20-30 Pa.
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Figura 2.- Diagramade presion diferencial.

Junto con este sistema de depresién, se utiliza el
enclavamiento de puertas: consiste en impedir, mediante cierres
electronicos, que dos puertas contiguas puedan estar abiertas
simultaneamente. Asi nunca se podran poner en contacto aéreo
directo salas de dos niveles de depresion diferentes y se evitaran
posibles fugas. Si ese enclavamiento de puertas se coordina con
los sensores de presion diferencial, de manera que no permita la
apertura hasta alcanzar los niveles adecuados de depresion en
cadasala, el sistema ganara mucho en seguridad.

Y ya que hablamos de las puertas, veamos como podrian ser
las ideales: lo primero y mas importante es que tengan un tamafo
adecuado al trafico que vayan a soportar (personas, animales,
equipos...). En general, es aconsejable instalar puertas cuyo
ancho/alto libre ronde los 100 x 205 cm, pero en algunos casos
puede interesar anchos mayores, sobre todo en el caso de puertas
por donde tengan que pasar equipamientos. El segundo punto,
muy importante a mi modo de ver, es que tengan una ventana de
observacion para que antes de entrar o salir veamos lo que sucede
al otro lado. Quedan légicamente excluidas las que dan acceso a
vestuarios, duchas... aunque esto es discutible segiin qué casos.
En tercer lugar esté el nivel de estanqueidad que proporcionanala
sala. Las que dan estanqueidad total mediante junta hinchable
(parecidas a las de un barco o submarino) son muy caras y, en una
instalacion de este tipo, a veces inasumibles; un consejo es
utilizarlas sélo para delimitar la zona de alta contencién, en
entrada y salida, y poner puertas mds sencillas en el resto de la
instalacién, aunque siempre también con junta de estanqueidad
en todo el perimetro de la hoja. De esta manera, podemos reducir
un poco los costes sin comprometer la seguridad de la instalacién,
pero esunaeleccion de cada uno.
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Imagen suministrada por la autoria

Pues si las puertas constituyen el sistema para la entrada a la
zona de contencién para personas, animales y equipamientos,
ahora necesitamos también disponer de sistemas que nos
permitan el trafico a la inversa, es decir, desde zonas contaminadas
hacia zonas limpias. En este caso, hemos de suponer que cualquier
cosa que haya entrado a zonas contaminadas estd también
contaminada; de esta manera, antes de podersalirdebe ser tratada
segln su naturaleza. Para eso, existen numerosos sistemas
llamados “de barrera”que nos van a permitir realizar ese trabajo. Se
llaman “de barrera” porque se disponen exactamente ahi, en la
frontera entre zonas y para habilitar el tréfico de una a otra,
también bidireccionalmente. Existen numerosos modelos, tipos,
tamanos..., perovamos aintentar definirlos principales:

- Autoclaves: dispuestos en barrera, con doble puerta (una en
cada sala de la que son frontera), permiten el tréfico
bidireccional mediante la esterilizacién de materiales con
vapor, aunque existen otros modelos como los de peréxido de
hidrégeno. Es el equipo de barrera de eleccién, y por ley
necesario, para poder sacar material contaminado de la
instalacion. Pero atencidn, el material de desecho asi tratado
aunque esté esterilizado en nuestra instalaciéon (algo muy
aconsejable) deberd ser finalmente recogido por una empresa
gestora de residuos biopeligrosos y tratado segtn ley
(normalmente Grupo 6, UN3291).

- SAS (Sistema de Acceso Seguro): son dispositivos de
aislamiento e intercambio dispuestos en el tabique de
separacién entre dos salas de diferente nivel de contencion. Se
componen de una cdmara y dos puertas de acceso, una en
cada sala. Las puertas estan légicamente enclavadas entre siy
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la cdmara tiene algun sistema de descontaminacion interior.
Los materiales, una vez dispuestos dentro, han de pasar un
ciclo de descontaminacion (UV, vaporizacién con peréxido,
filtracion del aire interior mediante HEPA...) antes de poder salir
por la puerta contraria. Se utilizan para el trasiego de pequefio
material, muestras, botellas con medios...

Dunk-tank o deep-tank: aunque entre los especialistas no nos
ponemos de acuerdo, es una variante del anterior. Consiste en
una camara inundada con liquido esterilizante en el que se
sumergen los materiales objeto de trafico para poder atravesar
la frontera de contencion. Se utilizan principalmente para el
trasiego rapido de muestras termosensibles, por ejemplo, un
vial de células que debe ser congelado a la mayor brevedad
posible.

Air-locks: cuando el tréfico es para objetos pequefos, una
simple camara tipo SAS suele ser suficiente, pero cuando
tratamos de sacar un equipo (centrifuga, CSB...) esto no nos
sirve. Pues para eso estan los air-locks, habitaciones de
frontera con puertas enclavadas y cierre de alta estanqueidad,
que nos van a permitir introducir un material y esterilizarlo
dentro de ella mediante fumigacion, aspiracion de particulas,
etc. Es comun confundir“air-locks” con salas de independencia
y, aunque parecidas y con funciones también de barrera, no
son técnicamente lo mismo; la primera es una sala con puertas
de alta estanqueidad, en la que podriamos fumigar con gases
sin fugas hacia otras salas, mientras que la segunda no tiene
esetipode puertas de alta eficacia.

Duchas y vestuarios tipo “air-lock”; para las personas, parece
evidente que la Unica manera de descontaminarnos para salir
de la zona biocontenida es mediante “arrastre y dilucion’, es
decir, mediante una ducha. No vale una simple ducha, pues los
aerosoles generados también son contaminantes y hay que
aspirarlos y tratarlos; debe ser una ducha ubicada en barrera,
como un “air-lock’, que impida la fuga de aerosoles y que
cuando hayamos terminado, la puerta de salida nos sitGe en
una zona libre de aquellos y fuera de la zona tedricamente
“sucia”para secarnosy vestirnos con laropanormal.

Salas de cuarentena: no son especificamente sistemas de
barrera, pero cuando tenemos que introducir animales vivos
en la instalacién no podemos hacerlo directamente, sino que
se han de mantener estabulados, en cuarentena, hasta que
puedan acceder alazona biocontenida.

Ya hemos hablado de los sistemas de barrera, pero aiin quedan
elementos que han de entrar o salir de la instalacion de manera
controlada. Uno de ellos es el agua que, si bien puede entrar casi
sin mas a la instalacion no lo podra hacer para salir. Toda el agua
consumida en autoclaves, dunk-tank, duchas, lavamanos... debe
ser tratada antes de ser vertida al alcantarillado publico. Para eso,
toda instalacion debe poseer un sistema de tratamiento de
efluentes para que, quimica o térmicamente, se asegure que nada
peligroso sale de la instalacion. El problema es mas complicado en
animalarios, donde las heces, las camas de los animales y sus
carcasas (como gusta llamar a los cadaveres) son dificiles de tratar.
Para heces se suele optar primero por la separacion de sélidos para
su tratamiento quimico (sosa y posterior neutralizacién) y por otro
lado el térmico para el liquido. Para las carcasas, sobre todo de
animales grandes, el problema es mas complicado y da para una
seriedearticulos mas.

En cualquier caso, piensen que esa zona de tratamiento es
donde sejuntan todas los residuos que debemos neutralizar, porlo
que ha de ser considerada casi como una zona de contencion mas,
quiza la peory mas dificil de gestionar.

Hemos hablado de fumigar salas, “air-locks’, etc. jcomo se
hace? Pues existen numerosas metodologias para ello, pero en la
actualidad se utilizan sistemas de distribucion de gas, casi siempre
peroxido de hidrégeno, en diferentes formatos: plasma, gas
pulverizado a alta presion... Toda instalacion debe contar con un
sistema que le permita esterilizar al completo una sala, por lo que
deberemos elegir el que se adecue al tamano, tipo y posibilidades
econdmicas de cada proyecto, pero siempre asegurandonos de
que el proceso es fiable, validable y bioespecifico, es de decir,
eliminalos elementos peligrosos que generemos enla sala.

Aunque queda por hablar de un sinfin de detalles, sélo me
extenderé un poco mas en las conducciones: electricidad, agua,
datos, incluso las del sistema de presurizacion. Todos los
elementos de una instalacion de este tipo deben estar faciimente
accesibles para su total limpieza, revisidn, reparacion,
sustitucion... Por eso, al principio de este articulo insisti en la
necesidad de disponer de zonas técnicas para ubicar todas ellas y
distribuir los suministros de aire, luz, agua, etc. hacia cada zona.
Pero la mayoria de las veces no vamos a tener eso, y como mucho
dispondremos de una sola planta y quizas algun espacio mas en
otra planta. En este caso huyan de los falsos techos, de cualquier
zona en la que se "escondan” elementos a los que no podamos
acceder (patinillos, falsos huecos...) y dispongan todos los
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elementos en superficie como si de una instalacion industrial se
tratase: nunca, y subrayo nunca, deben prevalecer
consideraciones estéticas sobre consideraciones de bioseguridad
otécnicas.

Una vez construida, ;como la vamos a mantener? Y ;quién se va
aencargar de sudireccion y control?

Si hemos sido capaces de llegar hasta este punto y sobrevivir
mentalmente a un proceso con el que seguramente llevamos una
buena temporada, quizés un par de anos, comienza otra serie de
problemas que se prolongaran durante todo el tiempo de vida de la
instalacién y que radica en cédmo mantenerla operativa en
condiciones aceptables de seguridad.

No sélo debemos pensar en mantenerla operativa (validaciones
periodicas, consumibles, averias y obsolescencia de equipos...) sino
también dotarla de una jerarquia de direccion y control adecuada, y
todo eso supone un importante esfuerzo econoémico. Incluso en las
pequenas instalaciones debemos establecer una serie de
responsabilidades y controles internos y externos que aseguren el
correcto y seguro funcionamiento.

Para ayudarnos en esa estructuracion de personal disponemos
de una segunda herramienta en forma de la norma espariola UNE-
CWA 15793:2011 “Gestion del riesgo biologico en el laboratorio’, en
este caso traducida y adaptada de la norma europea por un grupo de
expertos de AEBioS, (de ahi el acrénimo CWA, CEN Workshop
Agreement), que describe y delimita las figuras que deberian existir
en la organizacion. La norma, basada en el manido pero efectivo
Ciclo de Deming, establece una serie de responsabilidades y
obligaciones de las estructuras organizativas que deberian existir en
unainstalacion.

Y si esta norma nos resulta complicada de interpretar
disponemos de otra accesoria, la UNE-CWA 16393:2012 “Laboratory
biorisk management-Guidelines for the implementation of CWA
15793:2008", que amplia y complementa la anterior.

He de recordar que los normas UNE no son en ningtin modo
requerimientos legales para estas instalaciones al menos de
momento, pero a buen seguro nos ayudaran a identificar, controlary
reducir hasta niveles aceptables los riesgos con los que vamos a
trabajaren salas NCB3/ANCB3.
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;Quién va a controlar el trabajo?

Hemos planteado que para dirigir y controlar estas salas hay que
elegir y nombrar cuidadosamente a las personas que integraran la
plantilla asociada. Como deciamos al principio del articulo, la
formacion requerida, capacitacion y competencia de todo ese
personal no esta bien definida y a veces es dificil de acotar. En estos
casos, y para los puestos de direccién, solemos optar por personas
con cierta experiencia “de campo” en este tipo de salas y con
titulacion adecuada (microbidlogos, virdlogos, parasitdlogos,
veterinarios en el caso de animalarios...) pero no siempre podremos
asegurar la adecuada capacitacion para gestionar una sala de tan
especiales caracteristicas.

La posicion del director cientifico de la instalacion no supone
solo tener conocimientos de microbiologia, bioquimica o biologia
celular, sino que también debe tener ciertas aptitudes para
comprender soluciones de ingenieria y un profundo conocimiento
de su instalacion, asi como tener las aptitudes para coordinarse
condirectores técnicos, auditores, BSO...

Otra figura importante es el director técnico, una persona con
conocimientos de ingenieria que sea capaz de comprender las
instalaciones del laboratorio, equipos de contencion y edificios,
ademas de tener cierto conocimiento sobre el manejo de agentes
biolégicosy toxinas.

Debemos recordar que, siempre que se manejan agentes
peligrosos, existe una clara diferencia entre bioseguridad y
bioproteccién, palabras que he cuidado no utilizar
inadecuadamente. La primera es la que define los medios de
control del riesgo biologico y la segunda se ha quedado
restringida al control sobre la utilizacién inadecuada o liberacién
voluntaria de esos agentes.

Pues bien, relacionada con la bioproteccién deberia existir una
persona responsable del control de agentes, control de stocks,
entraday salida de los mismos, etc. No tiene por qué ser alguien del
ambito biosanitario y, en los Gltimos afios, se tiende a delegar esto
a empresas de seguridad. La eleccion caerd en manos de la “alta
direccion”.

Pues si aun parece que hay poca gente, llega la antes
mencionada figura del BSO, una persona“externa”pero que trabaja
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para la organizacién y con la autoridad delegada para detener el
trabajo si detecta problemas. Es la figura del policia de la
instalacion, pero también es quien asesora a la direccién sobre
todos los temas que aparecen en estas instalaciones, desde los
factores humanos hasta las soluciones de ingenieria aplicables.
Como antes, existe una cuarta herramienta, de nuevo una
traduccion de AEBioS sobre un documento del Comité Europeo de
Normalizacién (CEN), la UNE-CWA 16335 “Competencia
profesional en bioseguridad’, que nos ayudara a encontrar, o en su
casoaformar, ala personaadecuada.

Séptima cuestion, ;de verdad nos quedaron ganas de
emprender este camino?

Pues si la respuesta es si, lo primero que hay que hacer es
armarse de paciencia. Son muchas las cosas que planear,
coordinar, supervisar... Aun asi, hoy en dia ya disponemos de unas
herramientas que nos van a guiar en el camino, desde qué exigir
durante la construccién a cémo organizar el trabajo posterior:
utilicenlas, consultelas y si hay dudas, acudan a las asociaciones
que las editaron, como AEBioS, donde seguramente encontraran
lamayoria de las respuestas a sus preguntas.

Recuerden que sélo son herramientas y que, en Espafia, aiin no
se ha conseguido implementar una cultura de la bioseguridad en
nuestros dirigentes para que dichas herramientas comiencen no
soloaformar parte de las leyes, sino para qgue se pongan los medios
adecuados para que la formacion existente alcance grados de
titulacién oficial y aseguremos la competencia de todos los
escalafones del personal que trabaja en ellos. Son instalaciones
cada vez mas necesariasy, aunque en los ultimos afos han surgido
bastantes en Espafa, no siempre logramos que haya una
homogeneidad de criterios en su disefio, operacién y sobre todo
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control tanto interno como por parte de las autoridades
competentes.

Una ultima cuestion: estas instalaciones deberian disefnarse
para una vida util de unos cuarenta afnos. Piensen cuando las
construyan en que, al igual que las centrales nucleares, sera
necesario desmantelarlas con todas las garantias de seguridad y
eso solo se consigue en las fases del disefio inicial.
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Al cuidado
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Yo, CRO

Raul Lloret
Responsable de unidad de servicios
animalarios en CRO Vivotecnia

Minombre esRalil Llorety soy el responsable de la unidad de
servicios de animalario de la CRO de Vivotecnia, la cual se
encuentra en las instalaciones que tenemos en Tres Cantos en
Madrid. Actualmente mi funcién es la organizacion y
coordinacion del trabajo de los cuidadores/técnicos de los dos
animalarios, uno de ellos de roedores y lagomorfos y el otro de
grandes animales.

Hace cinco anos, mientras realizaba las practicas de un ciclo
formativo de laboratorio en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas, escuché a mi tutora hablar con un antiguo alumno
suyo junto al animalario del centro, asi que investigando por
internet, entregue mi curriculum a Vivotecnia y aqui estoy desde
entonces.
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Recuerdo la sensacidon de sorpresa del primer dia al ver los yesperonodejardehacerlonunca.
animales estabulados, la zona de lavado, los autoclaves, las
cubetas, como se organizaba la gente para realizar los Me gustaria compartir una anécdota muy graciosa que me

cambios y la limpieza del material... era la primera vez que
veia algo asi. Me ensefiaron una piscina donde introducian
ratones y me explicaron
que se trataba de un test
de comportamiento
llamado Morris Water
Maze. Para aquellos que
nolosepanesuntestque
se utiliza en estudios de
memoria y aprendizaje y
consiste en una piscina
con agua tefiida de un
color donde se mide el
tiempo que el animal
tarda en alcanzar una
plataforma.

La parte que mas me
gusta de mi trabajo,
aunque parezca extrafo,
es el contacto con las
personas, y si ademas
anades trabajar con
animales de distintas
especies, pues qué masse
puede pedir. De las
especies de los animales
de laboratorio, mi
favorita son los perros,
conlosque ademasdelas
tareas de cuidado
rutinarias, realizamos un
training semanal para
asegurar su bienestar.
Este training consiste en
el control de peso, corte
de unas, limpieza de
oidos,toma de
temperatura y lo mas
importante para su salud mental y fisica, manejo y contacto
humanojuntoconejercicioyjuegodiario.

El trabajo en una CRO varia constantemente, por
lo que siempre estoy aprendiendo cosas nuevas

sucedid. En las instalaciones que tenemos de perros, los boxes
estan divididos en dos pisos, los cuales disponen de una

Imagen suministrada por la autorfa

plataforma a media altura
por la que los animales
acceden mediante una
pequena escalera. En una
ocasion, limpiando uno de
estos boxes, habia un
macho bastante
dominante o “pufetero”
que cada vez que me veia
haciendo mis tareas se
subia a la superficie de
arriba y me orinaba en la
cabeza, hasta que undiale
di un pequefno susto con
un chorro de agua y
empezamos a llevarnos
bien.

Quiero aprovechar,
sabiendo que me estan
leyendo cuidadores de
diferentes puntos de
Espana, para agradecer el
trabajo que realizan y
recordarles la importancia
del mismo. Una revision bien
hecha y un buen manejo de
los animales, evita
muchisimos problemas y
errores en los resultados de
los estudios. Es un aspecto
necesario y fundamental
parael avancey la calidad en
la investigacion.

Por ultimo, agradecerle a
Paloma Garcia brindarme la

oportunidad de escribir en esta seccion y asi ayudar a otros
companeros a conocer el funcionamiento y trabajo en otros
animalarios, y despedirme, no sin antes mencionar a Silvia Gomez y
Jesus lllan, directores de Vivotecnia M&S y CRO, gracias a los cuales

puedo disfrutar de mi trabajo cada dia.
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