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EDITORIAL

Una herramienta multifacética

Como versa en su inicio el articulo de la seccién Tinciones y Tejidos de
este numero, ya nadie duda que el pez cebra es un modelo vertebrado
multifacético de gran utilidad en la investigacion. Se perfila como un
modelo de alto rendimiento para reducir la brecha entre las células y los
mamiferos. Hay muchas ventajas en el uso de este modelo en el screening
de nuevos compuestos y es muy utilizado en investigaciones cientificas,
principalmente por su homologia genética con el ser humano
(compartimos con estos peces mas de un 75% del genoma).

Siguiendo el hilo del articulo, este despliegue de utilidades como
modelo se complementa con el estudio de su fisiologia, anatomia e
histologia; completando asi el conjunto de conceptos y conocimientos
necesarios para terminar de entender el pez cebra, como esa herramienta
multifacética que todos reconocemos de gran utilidad para la
investigacion.

Es por esto que en este numero y el siguiente daremos un papel
protagoénico y de forma resumida a la histologia de los principales érganos

del pez cebra adulto, explicdndolo como si se tratara cada vez de una pieza
distinta de un coche, sulocalizacion, descripcion y funcionamiento.
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Noticias

Jubilacion de Manuel Moreno, socio n° 105 de la SECAL

El pasado miércoles 21 de Marzo, unos cuantos amigos nos
reunimos para celebrar la jubilacion de Manuel Moreno (ver Figura
1), socio n° 105 de nuestra sociedad, inscrito en 1990 y que ha sido
Director del Animalario del Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB) durante muchos anos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Manuel Moreno.

Manolo, como le conocemos todos, llegé a un animalario
pequeno y antiguo, y lo cambid logrando que, actualmente, sea
una instalacion de excelencia dentro del CIB y del CSIC. Dio un
empuije ala formacion en nuestro Pais al organizar uno de los cursos
mas antiguos, anos 90, y mas conocidos de nuestra profesion,
organizado a través del Gabinete de Formaciéon del CSIC,
consiguiendo ser acreditado por FELASA en el afio 2003. Este curso
estaba organizado con la colaboracién de Carmina Criado, Nieves
Salvadory Javier Palacin.

Permitio gracias al teson de todos ellos, la profesionalizacion de
nuestro sector. Por estos cursos (ver Figura 2) han pasado muchos
socios de la SECAL, que seguro tienen muy buen recuerdo.
Recordamos el buen ambiente que se vivia, propiciado sin duda por
Manolo: aquellas practicas que duraban tres dias y en las que se
ensenaban todo tipo de procedimientos; la entrega personal de los
certificados que se organizaba cual acto institucional con foto
incluida; resultaban especialmente divertidas y entranables las
cenas de fin del curso, con alumnos y profesores. De estos cursos
surgieron muchos socios de la SECAL.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Curso porel que pasaron muchos de los socios de la SECAL.

Dentro de nuestra sociedad fue secretario y, posteriormente,
presidente del 2009 al 2011 poniendo su granito de arena en la
SECAL que, actualmente, es un poquito mejor, sin duda gracias a
personas como Manolo.

Fue una comida muy especial y entrafiable en un restaurante
del Pardo llamado “La Plaza” (ver Figura 3). Durante la misma, se
hablé de la SECAL, de las juntas, de los viajes a Zaragoza para asistir
a las Juntas, de los congresos y de muchas anécdotas que todos
tenemos. Como era de esperar, hubo regalos y no falté una figura
de un ratén en porcelana y un GPS de montafa con altimetro. Para
los que no lo sepan, Manolo tiene una gran pasion, la montana, y ha
llegado a escalar el Everest en compania de un grupo de amigos
con los que comparte este hobby. Le deseamos a Manolo que en
esta nueva singladura que ha iniciado, realice todas las marchas y
escaladas que tiene pendientes y que cada vez que consulte el GPS,
se acuerde de todos nosotros.

magen suministrada por la autoria

Figura 3.- Manolo junto otros companieros de la SECAL.

Gracias Manolo por todo lo que hemos compartido contigo.
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Articulo

Guia para la Gestion del Trabajo Bajo Supervision
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Articulo

1.0BJETIVO

La Orden ECC/566/2015 (1) define el trabajo bajo supervision
como el desarrollo de las funciones en un entorno real de trabajo
bajo el seguimiento y control de un profesional competente en las
tareas objeto de supervisién, una vez superados los contenidos
tedrico-practicos de un curso.

El objetivo del presente documento es establecer una guia
paralaimplementacion del Trabajo Bajo Supervision (en adelante,
TBS) en las distintas instituciones y empresas en las que se realiza
investigacion con animales.

En esta guia definimos las fases necesarias para la superacion
del TBS, asi como una serie de criterios, estandares y mecanismos
en base a los que se propone disefar un Sistema de Valoracion
(SdV) del desempefio de las tareas realizadas y/o de las
habilidades adquiridas por el personal durante su periodo de
trabajo bajo supervisién (TBS, segtn lo previsto en la Orden del
Ministerio de Economia y Competitividad ECC/566/2015). Se
pretende elaborar un instrumento de evaluacién que presente
como principales caracteristicas la claridad, la estandarizaciony la
objetividad del proceso de valoracion.

El objetivo final de la aplicacion de un SdV es garantizar que,
tras completar el TBS, el personal ha alcanzado un nivel de
capacitacion adecuada en determinadas tareas y/o habilidades,
antes de que pueda llevar a cabo cualquier actividad de manera
autdonoma, encuadrada dentro de las distintas funciones.

2.INTRODUCCION

Segun el Real Decreto 53/2013 (2), el proceso de adquisicion
de la competencia necesaria para trabajar con animales de
experimentacion requiere de un TBS para el desarrollo de las
siguientes funciones:

« Funciona: Cuidadode losanimales
« Funcion b: Eutanasia de los animales.
« Funcién c:Realizacion de los procedimientos.

Dicho TBS no forma parte de los cursos de formacion dirigidos
a alcanzar los resultados de aprendizaje exigidos en la misma
orden, ya que no tiene la consideracion de clase préctica, pero
debe acompanarlos con el fin de obtener el reconocimiento de la
capacitacion inicial. De una primera lectura de los requisitos
generales para la realizacion del TBS, establecidos asimismo en la
mencionada Orden, cabe destacar las siguientes caracteristicas:
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= EITBS consiste en el desempefio de tareas y/o adquisicion de
habilidades propias de la funcion para la que se busca la
capacitacion.

= EITBS se realizara en un entorno real de trabajo (p. Ej. en un
establecimientoautorizado).

= EITBS debe estar sometido a seguimiento y control por un
profesional competente (definido como formador para
terceros en el documento de trabajo dela UE, ver 3).

» La realizacion del TBS debe ser posterior a la superacion del
curso tedrico-préactico acreditado por la autoridad
competente (si bien, hay previstas ciertas excepciones que
posibilitan comenzar el TBS antes de finalizar dicho curso
como, por ejemplo, tareas de cuidado que no conlleven dolor,
estrésosufrimientoalos animales).

« El TBS de la funcion [c] debe realizarse en el marco de un
proyecto de investigacion con animales autorizado.

3.RESPONSABILIDADES

La asignacion de responsabilidades es a menudo compleja,
especialmente por la cantidad de figuras que se han generado en
los ultimos afos con las distintas normativas y recomendaciones.
En este apartado hablamos de varias figuras recogidas en nuestra
normativa y afadimos una adicional siguiendo las
recomendaciones de LASA, el Responsable de Formaciéon y
Capacitacion Designado (RFCD). Las funciones del RFCD en
nuestra normativa estan incluidas dentro de la figura del
Responsable In Situ del Establecimiento (RISE), si bien se indica
que éste puede delegar ciertas funciones. La funcion del RFCD es
una de las mas adecuadas para delegar, ya que consiste en
asegurar que todo el personal que trabaja con animales estad
adecuadamente formado y entrenado, asi como que es
supervisado para garantizar que la competencia sea demostrable
y mantenida en el tiempo. Dada la magnitud que supone este
objetivo y el perfil técnico necesario para llevarlo a cabo con éxito
(perfil que a menudo no posee el RISE), hemos considerado
interesante incluir esta nuevafigura a modo de recomendacion.

3.1 Responsable Administrativo del Establecimiento (RAE)

La figura del responsable administrativo del centro usuario
aparece en el RD 53/2013, como la persona encargada de dar el
visto bueno a la solicitud de autorizacion de proyectos que se
envian a los 6rganos competentes. Ademas, en la Guia para la
aplicacion de la ECC/566/2015, se recogen las siguientes funciones
paraeste RAE:
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« EIRAE, o la persona en quien delegue, designa al supervisor.
También es admisible que la designacion la haga el
responsable in situ del establecimiento.

« El RAE emitird el certificado de superacién, en su caso, del
periodo de supervision, que indicara al menos la funcion, el
numero de horas y la identificacion del supervisor. El
certificado debe incluir también las especies con las que ha
trabajado, y en el marco de qué proyecto autorizado (cuando
se haya participado en procedimientos). Cuando la normativa
interna del establecimiento lo prevea, el RAE podré delegar la
expedicion del certificado en otros 6rganos.

« Sielalumno pretende iniciar el TBS antes de finalizar los cursos
formativos y por un tiempo maximo de 6 meses, el RAE debe
aportar un escrito avalando la solicitud. En este escrito se
identificara el trabajo a realizar, se indicara la persona que vaa
realizar la supervision y, en el caso de la funcién de realizacion
de procedimientos (funcion [c]), incluird una declaracion
responsable (del responsable administrativo)
comprometiéndose a que las actuaciones sobre los animales
correspondan a un procedimiento clasificado como «leve» o
«sin recuperacion». También podria considerarse un escrito
por parte del responsablein situ.

= Para solicitar una autorizacién para hacer el TBS fuera de un
establecimiento cuando intervengan animales silvestres, se
requiere solicitud presentada por la persona que va a realizar
el TBS, con el visto bueno del RAE y el responsable del proyecto
implicado.

3.2 Responsable In Situ del Establecimiento (RISE)

La figura del RISE aparece tanto en la normativa espafola
comoen la Guia parala aplicacién de la ECC/566/2015.

Entre las funciones del RISE se encuentran:
» Velarporqueel personal:

— Estéformadoy capacitado.

— Tengaaccesoaformacién continua.

— Sesometa a un periodo bajo supervision antes de que se
demuestre su capacitacion.

= Participar en el proceso de supervision. En todo caso, si la
persona que tenga esta responsabilidad en el establecimiento
es distinta de la que ha supervisado el TBS, seria muy
recomendable que diese su visto bueno al informe emitido
por el supervisor.

« Disenar un sistema de seguimiento de la formacion y
capacitacion de los usuarios del establecimiento del que es
responsable. En concreto:

—  Establecer un plan de formacién formal para cada usuario,
en el que se recojan sus objetivos personales y los
conocimientos practicos y teéricos que necesita.

— Almacenar los informes de formacién y capacitacién que
adquiere el usuario alolargo del tiempo: registros.

— Revisar regularmente: la formacion, la competencia y el
plan de desarrollo personal de los usuarios.

Este sistema de seguimiento de la formacion y la competencia
permite garantizar la trazabilidad necesaria para el correcto
reconocimiento de la capacitaciéon entre paises miembros
delaUE.

3.3 Responsable de Formacion y Capacitacion Designado
(RFCD)

El RISE, tal y como recoge el RD 53/2013, es responsable de
velar por que el personal esté adecuadamente formado, esté
capacitado, tenga acceso a una formacion continua y que,
mientras no haya demostrado tal capacitacion, esté sometido a
supervision por personal capacitado. Dada la complejidad de esta
tarea y el perfil técnico requerido, el RISE puede delegar estas
tareas relacionadas con la formacion y la capacitacion en el RFCD,
figura que se recoge en el documento “Guiding Principles for
Supervision and Assessment of Competence as required under EU
and UK legislation”de LASA (4).

3.4 Supervisor

El supervisor designado debe contar con la capacitacion para
la funcién que supervise o categoria profesional equivalente,
anterior ala Orden ECC/566/UE.

El TBS puede requerir de la supervision de méas de una
persona. No se debe descartar la posibilidad de que puedan
participar en un mismo caso mas de un supervisor, especialmente
cuando esté implicada mas de una especie, se usen animales
silvestres, lo aconseje la complejidad del TBS o uno de los
supervisores haga las funciones de evaluador.

El supervisor debe disponer de tiempo real para realizar la
tarea de supervision, ya que en muchas ocasiones tendrd que
estar presente cuando el supervisado realice las tareas. De manera
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genérica, el supervisor se compromete a supervisar
presencialmente al alumno siempre que realice un procedimiento
que pueda causarle al animal estrés, malestar, dolor o angustia, al
menos, hasta que el alumno adquiera la destreza suficiente para
realizar dicho procedimiento sin esa supervision presencial.

El supervisor, o supervisores, finalizard su trabajo de
supervision emitiendo un informe, en el que se especifiquen al
menos: el trabajo realizado, su duracién y la lista de tareas y

habilidades cuya superacion se ha comprobado. En todo caso se
indicard si el informe es favorable o desfavorable.

3.5Evaluador

EI RAE, RISE y/o RFCD deben determinar como se va a realizar
la evaluacion efectiva de la superacion del TBS.

Para darle imparcialidad a este procedimiento lo
recomendable es que la persona encargada del seguimiento del
TBS noseaalavezla Unica encargada de la evaluacion. Esto podria
solucionarse asignando dos supervisores, de manera que uno de
los dos no pertenezca al grupo de investigacion, o estableciendo
algun mecanismo interno de verificacion de los contenidos
recogidos en el Registro del TBS mediante la evaluacién del
alumno durante la realizacién del TBS. Esta evaluacion podria
realizarse a todos los alumnos o a una muestra de ellos, a criterio
del responsable encargado de la formacién y competencia del
centro. Es importante en este proceso la comunicacion constante
y fluida en este aspecto con el responsable in situ del bienestar
animaly el veterinario designado.

3.6 Personal que trabaje o pretenda trabajar con animales de
experimentacion

Toda persona que realice o pretenda realizar alguna de las
funciones recogidas en el articulo 15.2 del Real Decreto 53/2013
debe:

« Realizar los cursos de formacién acreditados necesarios para
obtener la funcién o funciones que necesite antes de
comenzar a trabajar conanimales.

« Enelcasodelasfuncionesa, by c, ademds, realizarel TBS enla
forma y condiciones establecidas por la normativa, la
autoridad competentey la propia institucion.

« Solicitar el reconocimiento de la capacitacién para las
funciones y especies necesarias, una vez superados los cursos
de formacién y el TBS correspondientes, a la autoridad
competente.
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« Conservar todos los informes, registros, diplomas,
acreditaciones y homologaciones relacionadas con la
formacion y capacitacién en materia de experimentacion
animal.

«  Cumplir con los requisitos de formacién y capacitacion
continua establecidos en lanormativa.

4.FASES DELTRABAJO BAJO SUPERVISION (TBS)

FASES DE LA CAPACITACION DE LAS FUNCIONES [a], [b] y [c]
FASES DEL TRABAJO BAJO SUPERVISION
L4

'Y

Superacion
TBS

Valoracion Tareas/Habilidades Reconnelmionts

Certificado capacitacion
Superacién

 Designacion
Supervision

Elaboracion PdT Registro Evaluacion

4.1 Designacién del Supervisor/Evaluador:

El RAE, o persona en quien delegue, es el responsable de
designar el/los supervisor/es. En muchos centros esta funcion
puede asumirla con garantias el RISE o el RFCD. Para ello, debe
establecerse un procedimiento para designar dichos
supervisores. Los supervisores deben demostrar que cumplen los
requisitos para ser formadores de terceros.

En establecimientos grandes lo recomendable es que la
designacion se realice tras la solicitud previa del alumno. Dicha
solicitud deberia realizarse en base a un formulario que recoja la
informacion masimportante en relacion al TBS:

+ Identificacion del alumno (nombrey DNI).

« Identificacion del supervisor/es (nombre y DNI).

» Categorias o funciones acreditadas del supervisor o
supervisores, en base a las cuales estd capacitado para asumir
las tareas de supervision (formador para terceros). Antigtiedad
dedichas acreditaciones.

« Funciones y especies o grupos de especies que el alumno
desea que sean supervisadas.

= Diploma de superacion del curso acreditado que le permite
realizar el TBS en esa especie o grupos de especies.

« Declaracién responsable del supervisor o supervisores
comprometiéndose a realizar las tareas para las que va a ser
designado.

Puede consultar un ejemplo de formulario de solicitud de
reconocimiento de un supervisorenel Anexol.




Articulo

Una vez recibida la solicitud, el RAE o persona en quien
delegue, debe evaluar la competencia del supervisor siguiendo
los criterios descritos en el apartado 4.2.D.3 Competencia del
Supervisor/Evaluador.

Porsu parte, la designacion del evaluador, si se quiere dotar de
imparcialidad al proceso de evaluacién, deberia ser ajena a la
solicitud del alumno de TBS y seleccionarse en funcion de la
competencia especifica para el TBS solicitado, por el RAE o
personaen quiendelegue.

Si se resuelve que el supervisor cumple los requisitos
establecidos, el RAE o persona en quien delegue debe elaborar un
informe de aceptacion de dicho supervisor y remitirlo al
interesado.

4.2 Valoracion de las tareas realizadas y habilidades
adquiridas

4.2.A Caracteristicas Principales del Sistema de Valoracién (SdV)

Las tareas y/o habilidades relacionadas con la funcién de
cuidado de los animales (funcién [a]) son muy numerosas,
diversas y normalmente presentan un grado de variabilidad
grande entre instituciones en cuanto a la forma en que se llevan a
cabo en la practica (para la misma tarea o equivalente). Esto
supone que la decisién sobre si una persona esta capacitada o no
para el desempeno de una funcién es dificil de estandarizar,
siéndole inherente a esta decisién un grado de subjetividad que
no es deseable y que se aparta de la filosofia de la Directiva
2010/63/UE (5). Tanto la legislacién vigente como las
recomendaciones internacionales sobre el uso y cuidado de
animales apuntan en una direccién que busca la estandarizacion
de métodos y procesos, alla donde sea posible. Por ello, alcanzar
un alto grado de consenso en cuanto al disefio y aplicacion de un
SdV del TBS esta en linea con dichas normas.

Con el objeto de centrar el “problema” de la valoracion de la
capacitacion, se enuncian las tres preguntas clave que busca
responder el SdV propuesto:

- ;Qué se valora? Es decir, qué tareas y/o habilidades (qué
ndmero minimo de tareas/habilidades permite reconocer la
capacitacion para desarrollar la funcién [a] y/o [b]) van a ser
objeto de evaluacién. En la practica esta cuestion tendra
respuesta en la elaboraciéon de un Plan de Trabajo concreto
(PdT, ver mas adelante), por parte del supervisor o
supervisores.

= ;Coémo se valora? La evaluacion de las tareas y/o habilidades
se hara de la manera mas objetiva posible, y en cualquier caso
en base a criterios y estdndares previamente fijados, segun las
guiasy recomendaciones refrendadas por las autoridades.

« (Quién valora? Se deben establecer también criterios de
competencia para la persona encargada del seguimiento y
control del TBS y, en su caso, para la/s persona/s responsable/s
de la evaluacion de tareas y/o habilidades individuales. Estas
personas deben demostrar que cumplen los requisitos para
serformadores para terceros.

Por supuesto, como punto de partida se asume que todos los
requisitos dispuestos y exigidos en la normativa aplicable en
cuanto a formacidn, titulacion académica, capacitacién
profesional, etc., han sido satisfechos y que se han realizado (y
superado) los cursos de formacion especifica modular con
caracter previo a la realizacion del TBS. Esto debe garantizar que se
han alcanzado unos conocimientos tedrico-practicos
indispensables para adquirir la capacitacion. Debe ser el RAE, o
persona en quien delegue, en el que se va a desarrollar el TBS, el
encargado de verificar que todo lo anterior se ha cumplido.

La correcta aplicacion de un SdV, en definitiva, busca
garantizar que el alumno:

« Es “objetivamente” competente para desempenar la funcién
[a], [b]y/olc].

= Domina un nimero minimo de tareas y habilidades basicas, y
quelas ejecuta deformaautdnoma.

= Entiende la posibilidad de aplicar diferentes técnicas,
estandares y metodologias en funcion de las condiciones
particulares de la instalaciéon, la especie animal, las
caracteristicas de un procedimiento experimental, etc.

« Entiendelaimportancia de desempefar de manera correcta la
funcion.

« Entiende que un desempeno inapropiado de la funcion tiene
consecuencias negativas sobre el bienestaranimal.

« Entiende que un desempeno inapropiado de la funcién afecta
potencialmente los resultados experimentales.

= Es capaz de identificar los principales problemas que pueden
surgir durante el desempefio de la funcion, y tomar las
decisiones oportunas de formadiligente.

« Escapazdeanticipar problemasy complicaciones.

» Reconoce ladimensién ética inseparable del desempefio de la
funcion.

« Conoce las implicaciones practicas de los principales aspectos
del marco legislativo que afecta al desempeno de la funcion.
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En base a todo lo anterior, la estructura y la operativa del SdV
aquipropuesto pueden resumirse en el siguiente esquema:

Listado de Tareas
y/o Habilidades

Realizacion de
tareas/habilidades (TBS)

ESTANDARES ‘
@ o

Nivel de Nivel de
COMPETENCIA J SUPERVISION J
Formacion préctica (0) Presencial (4)
Bajo (1) Presencial/Muy cerco (4/3)
Medio (2) CercafTeléfono (2/1)
Alto (3) No necesaria (0)
Muy Alto (4) No necesaria (0)

Se comienza con la elaboracién de un Plan de Trabajo (que
contendra las tareas a realizar, duracion, evaluadores, etc.) y, en
base alodispuesto en éste, seinicia el aprendizaje delastareasola
ensefianza de las habilidades segin una serie de estandares
preestablecidos por la institucion en que se realiza el TBS. La
evaluacion de las tareas/habilidades se llevara a cabo de modo
“continuo’, hasta que, mediante la practica, la persona alcance un
nivel medio de competencia y en el desempeno de la tarea en
cuestion o la adquisicion de la habilidad concreta. El TBS se
considerara superado satisfactoriamente una vez que se haya
alcanzado el nivel medio en competencia, lo que implica un nivel
de supervision necesario no presencial, para todas las
tareas/habilidades listadas inicialmente.

4.2.BPlan de Trabajo

El PdT es el documento clave para la correcta aplicacion del
SdVydebe serelaboradoy acordado por el supervisory el alumno
antes de que dé inicio el TBS. La misién de este documento es, por
un lado, establecer el marco en el que se va a desarrollar el TBS y
sefialar a las personas responsables de la supervision y la
evaluacion y, por otro, enumerar las tareas y/o habilidades que
van a ser objeto de evaluacion. Para poder optar al certificado de
superacion del TBS, el PdT debe incluir un numero significativo de
tareas y/o habilidades y tener una duracién adecuada. En relacion
a la autorizacion de las actividades incluidas en el PdT, en el caso
de la funcidon [c] quedaran autorizadas por el mero hecho de
trabajar en el marco de un proyecto autorizado. El PdT de las
funciones [a] y [b] podria ser estandar en una institucion.
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No obstante, es mas complicado definir un estandar para la
funcion [c], por lo que en este caso deberia confeccionarse un
itinerario o ruta de tareas habilidades ad hoc para cada alumno.
Las actividades incluidas en el PdT de la funcion [c] deben haber
sido previamente aprobadas en el marco del proyecto de
investigacion autorizado.

Cada comunidad auténoma deberia publicitar los minimos de
referencia y la obligacién de que, si el TBS tiene una duracion
menor, se justifique adecuadamente en el informe del supervisor.

A modo orientativo podemos indicar que CCAA como
Andalucia proponen una carga horaria para la funcién [c] de 35
horas mas 10 horas por grupo de especies. Otras, como la
Comunidad Valenciana, recomiendan 100 horas mas 20
adicionales por grupo de especies (minimo 120).

La duracion minima sugerida del TBS, a falta de otras
directrices de laautoridad competente es:

= Funcion [al: 20 horas + 5 horas por grupo de especies (minimo
25 horas).

« Funcion [b]: 10 horas + 5 horas por grupo de especies (minimo
15 horas).

» Funcion [c]: 100 horas + 20 horas por grupo de especies
(minimo 120 horas).

En el caso de que la especie sea primates, el nimero de horas
referidas a este grupo de especies sera: 10 horas [a], 10 [b] y 40 [c].
Si el alumno realiza el TBS de varias funciones, el niimero de horas
minimo serd la suma de las horas minimas correspondientes a
cadafuncién.

Esta duracién no es obligatoria, ya que la Orden ECC/566/2015
no establece minimos obligatorios, como hace, por ejemploconla
duraciéon de los cursos. De hecho, dicha Orden recoge que la
duracién podra ser variable en funcién de la evolucion del proceso
de adquisicion de habilidades (articulo 11.5 b). Debe considerarse
unareferencia paralos centros de forma que:

» Esos minimos sean la norma general, que si se cumple no
requiere justificacién alguna. Es decir, es siempre suficiente.

« En los casos en los que el centro de trabajo justifique
adecuadamente en un caso concreto de un solicitante un
periodo menor de la supervision debido a razones tales como
una complejidad muy baja de la tarea o una aptitud personal
muy elevada, y asi se refleje en el informe del supervisor, se
podria aceptar unaduracion inferior.
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Por tanto, la duracién del periodo de supervision y el tiempo
necesario para obtener la competencia también variardn, por
ejemplo debido a la frecuencia/disponibilidad de la tarea que se
debe realizar, la complejidad técnicay las aptitudes personales.

Asimismo, en el PdT se debe detallar, para cada tarea y/o
habilidad, la especie animal con la que se va a trabajar,
modificando la duracién del mismo seguin corresponda.

Todas las tareas incluidas en un PdT deberian estar
estandarizadas y descritas en procedimientos normalizados de
trabajo (PNTs) que deben estar basados en recomendaciones
publicadas por organismos reconocidos internacionalmenteen el
ambito de la experimentacion animal (SECAL, FELASA, ICLAS,
AAALAC, etc.).

4.2.CCriterios de Evaluacion (CdE)

Se considera critico para que el SdV pueda ser aplicado de
forma eficaz y homogénea por diferentes instituciones, que los
Criterios de Evaluacion (CdE) sigan los siguientes principios:

» Todas y cada una de las tareas y habilidades a evaluar deben
contar, para su adecuada evaluacién, con un estandar de
desempeno claro y concreto. Por ello, se considerard
imposible evaluar adecuadamente una tarea o habilidad para
la que no exista un estandar previamente definido (y
consensuado, ensu caso).

« Enla medida de lo posible, los CdE deben estar basados en la
aplicacion préctica de conocimientos adquiridos durante los
cursos de formacion.

» Paraque el SdV sea eficaz, éste debe contar con un sistema de
“control de calidad".

Los criterios de evaluacién se dividen en dos grandes grupos:
aquellos relacionados con la competencia de la persona en el
desempeno de una tarea, y aquellos relacionados con el nivel de
supervision que dicha persona necesita durante el desempeno de
dichatarea enelmomentodelaevaluacion.

4.2.C.1 Evaluacion del Nivel de Desempeiio

El nivel de desempeno es un indicador de la solvencia con la
gue una persona es capazdellevara cabo unatarea concreta.Enla
determinacién de dicho nivel influyen aspectos como los
conocimientos y la capacidad practica para aplicarlos, la
experiencia, la capacidad critica y de analisis, las habilidades
adquiridas y/o desarrolladas, etc.

Se establecen 5 niveles (ordenados de menor a mayor) del
nivel de competencia: formacién practica, bajo, medio, alto y muy
alto. A estos niveles de competencia le corresponden 5 niveles de
supervision: 4, 3,2, 1y0, taly como aparece en la siguiente tabla:

Nivel de Nivel de
COMPETENCIA SUPERVISION l

Formacién practica (0) Presencial (4)
Bajo (1) Presencial/Muy cerca (4/3)
Medio (2) Cerca/Teléfono (2/1)
Alto (3) No necesaria (0)
Muy Alto (4) No necesaria (0)

Los niveles de supervision son los siguientes:

4: El supervisor estd presente cuando se realiza el
procedimiento, ofrece una supervision directay asesora.

3: El supervisor sabe cudando se van a realizar los
procedimientos y puede acudir rdpidamente si es necesario
(es decir, se encuentra cerca del procedimiento).

2: El supervisor sabe cuando se van a realizar los
procedimientos y puede acudir y dar consejos si es necesario
(es decir, se encuentra cerca del establecimiento).

1: El supervisor sabe cudando se van a realizar los
procedimientos y esta disponible para hablar y dar consejos si
es necesario (es decir, por teléfono).

0:No es necesaria la supervision.

La asignacion de un nivel esta basada en criterios que deben
ser, de acuerdo con el espiritu del SdV, lo mas objetivos que sea
posible:

» Formacion practica: La persona sabe qué hacer. La persona
ha superado un curso tedrico y se encuentra en el periodo
inicial de formacién practica de la tarea en cuestion. La
persona desconoce o titubea sobre los estandares de
desempenio aplicables. A dicha persona, al haber completado
el correspondiente curso tedrico, se le suponen unos
conocimientos pertinentes, aunque de imposible aplicacién
hasta no incorporar al menos la informacion de los PNTs que
dirigen la ejecucién de la tarea en cuestién. La persona solo
puede realizar la tarea con un nivel de supervision maximo
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(supervision nivel 4) mientras que no demuestre que sabe
coémorealizarlaadecuadamente.

+ Bajo: La persona sabe como hacerlo. La persona posee los
conocimientos teéricos necesarios y ha recibido formacién
practica. La persona esta familiarizada con los estandares de
desempenio, pero que, por haber realizado la tarea sélo de
forma ocasional o durante un corto espacio de tiempo, no
posee la destreza y soltura necesarias para ejecutarla de forma
fiable y metddica. Por lo general, este nivel de competencia
lleva asociado un nivel de supervision 3, p. Ej. el supervisor
sabe cuando se van a realizar los procedimientos y puede
intervenir rapidamente si es necesario (es decir, se encuentra
cerca del procedimiento), 0 4 si la persona aun necesita
supervision total para algunos procedimientos que puedan
resultarmas complejos.

+ Maedio. La persona muestra como se hace. La persona que
es capaz de mostrar como ejecutar una tarea sin instrucciones
directas (de un supervisor) y sin necesidad de recurrir
constantemente al PNT de referencia o a cualquier otro
estandar de desempeno. En general, al alcanzar este grado de
competencia ya no es necesaria una supervision directa y
constante, por lo que el nivel de supervision adecuado sera
1 o 2 (procedimientos complejos, etc.). En este nivel 1 de
supervision, el supervisor sabe cuando se van a realizar los
procedimientos y estd disponible para hablar y dar consejos si
es necesario (es decir, por teléfono). En el nivel 2 de
supervision, el supervisor sabe cuando se van a realizar los
procedimientos y puede acudir y dar consejos si es necesario
(es decir, se encuentra cerca del establecimiento).

+ Alto:Lapersonahace (es capazdellevaracabolatarea).La
persona es capaz de llevar a cabo la tarea de manera fiable,
metaddica, en solitario y cumpliendo con todos los estdndares
de desempenio, y ademas es capaz de identificar problemas y
proponer soluciones y mejoras en los procedimientos. Este
nivel corresponde al nivel 0 de supervision y, por tanto, no es
necesarialasupervision.

+ Muyalto: Formador de terceros. La personallegaal gradode
especialista en la ejecucion de una tarea o habilidad. Ademas
de ejecutar la tarea, el especialista es capaz de identificar y
resolver problemas, manejar situaciones delicadas o de
emergencia y, en general, tomar decisiones en cuanto a
desviaciones puntuales de los estandares. La persona esta
capacitada para formar y supervisar al personal. Las personas
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con una capacitacion muy alta son también conscientes de los
adelantos y tendencias en el ambito especifico de la tarea y
pueden sugerir e implementar el refinamiento de técnicas,
mejoras procedimentales, variaciones, etc. Obviamente, el
personal con este nivel de competencia puede supervisar
cualquier actividad para la que esté capacitado con un nivel de
desempefio muy alto.

4.2.C.2 Competencia del Supervisor/Evaluador

La competencia del supervisor de una tarea o habilidad es un
aspecto de suma importancia, ya que el resultado de la
supervision y evaluacion se va a ver necesariamente afectado por
la competencia personal del supervisor. Lo que nos ensefa la
practica diaria es que cuanto menor es la capacitacion profesional
del supervisor, mayor es la tendencia a actuar de forma menos
sistematica y rigurosa en el proceso de supervision. Conviene
recordar aqui que el hecho de ser competente para una tarea o
habilidad determinada no significa necesariamente que se sea
competente para otra distinta o en otras especies. Por ello, la
supervision de las tareas y habilidades del PdT puede requerir de
la participacion de varios supervisores.

Del documento de trabajo de la Comisién Europea y la Guia
para la aplicacion de la ECC/566/2015 se establecen los siguientes
requisitos para ser formador para terceros:

« Disponer de unos conocimientos adecuados y actualizados y
sercompetente en los procedimientos:
— Capacitacion de la funcién (o categoria equivalente) a
supervisar.

« Tener suficiente antigliedad para infundir respeto y autoridad
en lo que serefiere a sus conocimientos y experiencia.
— Experiencia minima de un afio en la funcién/categoria.

« Ser capaz de transmitir conocimientos y habilidades a otros
(habilidades pedagdgicas).

+ Comprender los motivos por los que la formacién y la
supervisién sonimportantes.

« Tenerbuenas habilidadesinterpersonales.

+ Comprometerse a aplicar tanto la letra como el espiritu de la
normativa.

» Disponibilidad real de tiempo durante toda la realizacion del
TBS.

Seria recomendable, ademds, que los evaluadores cumplieran
algunos requisitos adicionales:
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» Formacién tedrico-practica adicional a la minima establecida
en la Orden ECC/566/2015, en cuanto a su extension y duracion
(p. Ej. distintas especies, métodos de refinamiento,
alternativos, etc.), cumpliendo con los requisitos de formacion
profesional continua para personas con roles especificos
dentrodelanimalario.

» Posicion jerarquica en la institucion suficiente como para
gestionar los recursos materiales (equipamiento, materiales,
fungibles, etc.) y organizativos (accesos, programacion y
asignacion de tareas, modificacién de horarios, etc.)
necesarios para llevara cabo la evaluacion.

« Es recomendable la seleccion de aquellos evaluadores que,
siendo idoneos en base a los aspectos enumerados mas
arriba, posean ademas cierta experiencia en laimparticion de
cursos, clases practicas, seminarios, etc. Las habilidades
pedagogicas sonimportantes.

En cualquier caso, dentro de estas pautas, se debe dejar a
criterio del RAE o el RISE la designacion del supervisor y del
evaluador, siempre y cuando se trate de una persona competente
(p.Ej. formador de terceros) en las funciones que va a supervisar.

4.2.E Control de Calidad

Con el objetivo de que el SdV sea robusto y se someta a un
proceso de mejora continua, es deseable que exista algun tipo de
control de calidad del proceso de valoracién. El control de calidad
deberia estar basado en aspectos tales como:

« Evaluacionesretrospectivas.

* Revisiones periddicas (quizas por el OEBA) y aleatorias.

* Encuestas y feed-back de evaluadores, supervisores y
alumnos.

« Comparativasentreinstituciones.

4.2.F Propuestade Tareas y Habilidades a Evaluar

Como se ha senalado en el apartado 4.2.B, se debe
confeccionar un PdT en funcion de las caracteristicas del puesto o
del perfil del candidato que incluya las tareas y/o habilidades que
se consideren oportunas enfuncién delas circunstancias.

Con el fin de organizar de la forma mas eficiente posible el
aprendizaje y la evaluacién del desempeiio se proponen, como
ejemplo, un listado de tareas/habilidades y la duracion estimada
de aprendizaje tanto para la funcién [a] en laTabla 1, como parala

funcion [b] en la Tabla 2. Las tareas/habilidades se han agrupado
en bloques. Obviamente, un PdT no tiene por qué incluir todas y
cada una de las entradas de las listas que se ofrecen a modo de
ejemplo, pero si es conveniente que contenga items de todos los
bloques hasta completar, al menos, la duracién recomendada.

Lafuncion [c] es la mas compleja de todas y debe componerse
detareas/habilidades de 3 tipos:

a) Procedimientos menores:

i) Tareas/habilidades de tipo 1: Muchas de las tareas
recogidas en la Tabla 1 para la funciones [a] y [b] deben ser
conocidas también por el personal de la funcién [c],
especialmente si acceden al animalario. Por ello, en muchos
casos es necesario seleccionar tareas y habilidades comunes a
las funciones [a] y [b]. Incluir tareas de este nivel es muy
recomendable.

ii) Tareas/habilidades de tipo 2: Los experimentadores
deben obtener conocimientos tedérico-practicos sobre
bienestar animal por motivos obvios. En muchos casos,
ademas, también realizan la gestién de sus colonias. Estas
tareas/habilidades estan descritas en la Tabla 3. Incluir tareas
sobre bienestar animal, al menos, es imprescindible.

b) Procedimientoscomplejos:

i) Tareas/habilidades de tipo 3: Son las menos definibles a
priori porque dependen del procedimiento en si. Por tanto,
hemos elaborado un listado de tareas/habilidades con
distinto grado de concrecién con la Unica intencién de dar
ideas sobre cémo plasmarlo en un plan de trabajo. El listado de
la Tabla 4 debe interpretarse como una guia para desarrollar
un listado de tareas/habilidades especificas a los
procedimientos autorizados. Es obligatorio incluir tareas y
habilidades especificas a estos procedimientos, pero no
tienen por qué ser las que se recogenenlaTabla4.
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Tabla 1.-Ejemplode listado de tareas y habilidades para un PdT (funcién [a]).

Tareao Duracion’
habilidad (horas)

Accesos e instalaciones. Generalidades.

™ Control de accesos y seguridad. Supervisor' | 0,25
T2 Autorizacion de acceso y personal autorizado. Supervisor 0,25
T3 Requisitos y condiciones de acceso a las distintas zonas. Supervisor 0,50
T4 Actuacion en caso de emergencia. Supervisor 0,25

Identificacion de zonas, sus riesgos y restricciones.

5 Rotaciones, trafico e incompatibilidades entre zonas. Supervisor 0,50

T6 Trabajo en espacios confinados y/o restringidos (puertas enclavadas, duchas de aire, SAS, esclusas, etc.). Supervisor 0,50

Acceso (personas, materiales, animales y equipos) a las distintas zonas.

Protocolos de acceso a cuarentenas, convencional, barreras, seguridad bioldgica, zonas experimentales, dreas especiales

T (quiréfanos, irradiacién, etc.).

Supervisor | 0,50

Seguridad e higiene (del personal).

T8 Normas de higiene en el animalario. Supervisor 0,50
T9 Indumentaria de trabajo. Supervisor 0,25
H1* Seleccion y uso de EPls. Supervisor 0,25

Instalaciones y equipos para el alojamiento de animales.

T10 Acceso y trabajo en cuarentenas. Supervisor 0,25
T11 Acceso y trabajo en zonas convencionales. Supervisor 0,25
T12 Acceso y trabajo en zonas bajo barrera (contencién y exclusion). Supervisor 0,25
T13 Jaulas, racks, boxes, corrales, etc. Supervisor 0,25

Instalaciones y equipos para el manejo de animales.

T14 Transporte y traslado de animales. Supervisor 0,25
T15 Cabinas de flujo laminar. Supervisor 0,25
T16 Equipos de aislamiento y sujecion. Supervisor 0,25

Almacenes y gestion de existencias.

T17 Control de existencias. Supervisor 0,25
T18 Pedidos de suministros y material. Supervisor 0,25
T19 Recepcion y distribucion de mercancias. Supervisor 0,25
T20 Almacenaje de productos con requerimientos especiales. Supetrvisor 0,25

Control del estado de las instalaciones y equipos.

T21 Revisiones y controles diarios, semanales, mensuales, etc. | Supervisor ‘ 0,25

' Duracion estimada

*[T]indicaque se trata del aprendizaje de unatareaa desarrollar.

*Iniciales del supervisorencargado de supervisaryevaluarla tarea o habilidad
‘[H]indica que setrata de laadquisicién de una habilidad.
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Tarea o Duracion
habilidad (horas)
T22 Mantenimiento de registros. Supervisor 0,25
T23 Actuacion en caso de averia o mal funcionamiento. Supervisor 0,25
Requerimientos de mantenimiento, verificacion y calibracion de equipos.
T24 Mantenimiento preventivo de equipos e instalaciones. ’ Supervisor ‘ 0,25
Limpieza y esterilizacion.
T25 Utilizacion de autoclave, Supetrvisor 1,00
T26 Utilizacién de un SAS. Supervisor 0,50
T27 Preparacion y manejo de material estéril. Supervisor 1,00
T28 Distribucion de material estéril. Supervisor 0,25
T29 Tratamiento de material considerado sucio. Supervisor 0,25
Control de plagas.
T30 Barreras fisicas para el control de plagas. Supervisor 0,25
T31 Tratamientos anti-plagas. Supervisor 0,25
Gestion de residuos.
T32 Clasificacion y retirada de residuos. Supervisor 1,00
T33 Residuos peligrosos. Supervisor 1,00
Revision del estado de los animales.
T34 Revisiones periédicas. Supervisor 1,00
T35 Animales sueltos. Supervisor 1,00
T36 Comunicacion de incidencias. Supervisor 1,00
T37 Identificacién de animales enfermos. Supervisor 1,00
Alojamiento de los animales.
T38 Condiciones de alojamiento. Supervisor 1,00
T39 Identificacion y gestion de condiciones de hacinamiento. Supervisor 0,50
T40 Cambio de jaulas y bebida. Supervisor 0,50
T4 Alimentacion de animales. Supervisor 0,50
T42 Manejo y sujecion de animales. Supervisor 2,00
T43 Revision y control de pardmetros de alojamiento y medioambientales. Supervisor 1,00
Identificacion y clasificacion de animales.
T44 Métodos de identificacion (jaulas, animales, etc.). Supervisor 1,00
T45 Marcaje de animales. Supervisor | 0,50
T46 Sexado de animales. Supervisor 1,00
Documentacion y mantenimiento de registros.
T47 Elaboracién, seguimiento y revision de PNTs. Supervisor 1,00
T48 Mantenimiento de registros. Supervisor 1,00
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Tabla 2.- Ejemplo de listado de tareas y habilidades para un PdT (funcion [b]).

Tareao Duracién
habilidad (horas)
Métodos de eutanasia.
T Métodos de eutanasia aprobados para la instalacion. Supetrvisor 1,00
T2 Seleccion del método apropiado en funcién de la especie animal. Supervisor 1,00
T3 Seleccion del método apropiado en funciéon del tamano, edad, etc. Supervisor 1,00
T4 Problemas derivados de una inadecuada seleccién del método. Supervisor 0,50

Manejo de los animales.

T5 Identificacion y seleccion de animales. Supervisor 0,50

T6 Condiciones de alojamiento y manipulacion. Supetrvisor 0,50

Aplicacion de los métodos de eutanasia.

T7 Aplicacion de eutanasia por inhalacion de CO.,. Supervisor 1,00
T8 Uso seguro de equipos con gases a presion. Supervisor 1,00
T9 Aplicacion de eutanasia por dislocacion cervical. Supervisor 2,00
T10 Aplicacion de eutanasia por sobredosis de anestésico. Supervisor 1,50
T Aplicacion de eutanasia por decapitacion Supetrvisor 1,50
T12 Confirmacién de la muerte del animal. Supervisor 1,00
H1 Célculos basicos de tiempos y dosis. Supervisor 1,00

Eliminacién de cadaveres.

T13 Almacenaje y retirada de caddveres. Supervisor 0,50

T14 Documentacion y registros. Supervisor 1,00

Tabla 3.-Ejemplo delistado de tareas y habilidades tipo 2 para un PdT (funcién [c]).

Tareao Duracion
habilidad (horas)

Bienestar animal.

T1 Deteccion de signos de dolor, sufrimiento y angustia. Supervisor 2,00
T2 Cumplimentacién del protocolo de supervision aprobado en el proyecto. Supervisor 2,00
T3 Aplicacion de medidas correctoras aprobadas en el proyecto. Supervisor 2,00
T4 Aplicacion de criterios de punto final aprobados en el proyecto. Supervisor 2,00
T5 Monitorizacion condiciones ambientales. Supervisor 2,00
T6 Inspeccién de los elementos de mantenimiento del animal: lecho, comida, agua, enriquecimiento ambiental. Supervisor 2,00

Gestion de colonias.

T1 Seleccion de los animales parentales por sus caracteristicas genotipicas. Supervisor 2,00
T2 Programacion de una agenda de cruce. Supervisor 2,00
T3 Preparacion de las condiciones de jaulas y su identificacion. Supervisor 2,00
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Tarea o Duracion
habilidad (horas)
T4 Deteccion de la cubricién mediante tapén mucoso y registro. Supervisor 2,00
T5 Confirmacion de la gestacion y registro. Supervisor 2,00
T6 Confirmacion del parto y registro. Supervisor 2,00
T7 Realizacion de destetes. Supervisor 2,00
H1 Sexado de animales y seleccion por fenotipos, marcaje y/o toma de muestras para genotipado. Supervisor 4,00

Tabla4.- Ejemplodelistado de tareas y habilidades tipo 3 para un PdT (funcién [c]).

Tarea o Duracién
habilidad (horas)

Administracion de sustancias.

H1 Administracién intraperitoneal. Supervisor 2,00
H2 Administracién intravenosa. Supervisor 2,00
H3 Administracién intramuscular. Supervisor 2,00
H4 Administracion subcutdnea. Supervisor 2,00
H5 Administracién oral. Supervisor 2,00
H6 Administracion intradérmica. Supervisor 2,00
H7 Otras administraciones (definir), Supetrvisor 2,00
T1 Seleccion del método apropiado en funcion de la especie animal. Supervisor 2,00
T2 Seleccion del método apropiado en funcién del tamano, edad, etc. Supervisor 2,00
T3 Problemas derivados de una inadecuada seleccion del método. Supervisor 2,00
T4 Métodos de administracion aprobados en el proyecto. Supervisor 2,00
H8 Calculos basicos de volumenes, frecuencia y seleccion correcta de agujas. Supervisor 4,00

Toma de muestras.

H1 Puncién cardiaca terminal bajo anestesia. Supervisor 2,00
H2 Extraccion venosa. Supervisor 2,00
H3 Extraccion arterial. Supervisor 2,00
T1 Seleccion del método apropiado en funcién de la especie animal. Supervisor 2,00
T2 Seleccion del método apropiado en funcion del tamano, edad, etc. Supervisor 2,00
T3 Problemas derivados de una inadecuada seleccion del método. Supervisor 2,00
T4 Métodos de extraccion aprobados en el proyecto. Supervisor 2,00
H4 Calculos basicos de volimenes, frecuencia y seleccion correcta de agujas. Supervisor 4,00
Anestesia y analgesia.
T1 Diferenciacion entre sedacién, anestesia local, neuroleptoanalgesia y anestesia general. Supervisor 2,00
T2 Preparacién combinaciones de anestesia balanceada. Supervisor 2,00
T3 Factores a considerar en la evaluacion previa a la anestesia. Supervisor 2,00
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Tarea o Duracion
habilidad (horas)
T4 Minimizacion del estrés previo a la anestesia. Supervisor 2,00
T5 Preparacion, manipulacion y mantenimiento del equipo anestésico. Supervisor 2,00
T6 Preparacion de protocolos de analgesia preventiva. Supervisor 2,00
T7 Evaluacion niveles y planos de anestesia. Supervisor 2,00
T8 Administracion anestesia inyectable. Supervisor 2,00
T9 Administracion anestesia inhalatoria. Supetrvisor 2,00
T10 Monitorizacién anestésica. Supervisor 2,00
T Cumplimentacion hoja de registro de anestesia. Supervisor 2,00
T12 Métodos para optimizar la recuperacion de la anestesia. Supervisor 2,00
T13 Uso, almacenamiento y eliminacion segura de anestésicos y analgésicos. Supervisor 2,00
T14 Uso ventilacion mecanica. Supervisor 2,00
T15 Definicion de un programa de manejo del dolor postoperatorio. Supervisor 2,00
T16 Actuacion frente a accidentes anestésicos y problemas postquirdrgicos. Supervisor 2,00
T17 Protocolo anestésico aprobado en el proyecto. Supervisor 2,00
H1 Eset?rgz:i?;ndc’eutl:c%gt;):ecsl?ezir;e“s.tésico y analgésico adecuado al procedimiento quirdrgico: calculo dosis, seleccién via, Supervisor 4,00
Cirugia.
T1 Evaluacion preoperatoria del animal. Supervisor 2,00
T2 Principios de la cirugia exitosa, Supervisor 2,00
T3 Preparacién del material y campo quirtrgico. Técnica aséptica. Supervisor 2,00
T4 Diferenciacién del material quirtirgico, tipos de sutura, agujas... Supervisor 2,00
T5 Patrones de sutura, Supervisor 2,00
T6 Planificacion de la intervencién quirdrgica. Supervisor 2,00
T7 Planificacion de la monitorizacion postoperatoria. Supervisor 2,00
T8 Protocolo quirtirgico aprobado en el proyecto. Supervisor 2,00
H1 Realizacion de una técnica quirirgica concreta con éxito. Supervisor 4,00

Cirugia estereotaxica.

T Aplicacion de preanestesia del animal. Supervisor 2,00
T2 Colocacion del animal en el sistema estereotaxico. Supervisor 2,00
T3 Aplicacion de medidas de desinfeccién, asepsia de campo, mantenimiento vital y cuidados bajo cirugia. Supervisor 2,00
T4 Aplicacion del tratamiento y cuidados postoperatorios. Supervisor 2,00
H1 Realizacion de la cirugia; introduccion de la sonda o aguja en los parametros cerebrales requeridos. Supervisor 4,00
H2 Sutura. Supervisor 4,00

Conducta: Pruebas de escape

Aplicacion de técnicas de habituacion al manipulador como periodos de acercamiento progresivo, tocar en la jaula, coger y soltar,

L manipular y transportar.

Supervisor 2,00
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TR
Tarea o Duracion
habilidad (horas)
T2 ;rsetgﬁ::;ig: ;ieegilzt::g.la: camaras, iluminacion, sefales extralaberinticas, temperatura de agua, plataforma de escape, ruido, Supervisor 2,00
T3 Habituacién de los animales a la sala. Supervisor 2,00
T4 Introduccién del animal en la piscina. Supervisor 2,00
T5 Registro y cronometrado de la prueba. Supervisor 2,00
T6 Aprendizaje del escape y extraccion del animal. Supervisor 2,00
T7 Acondicionamiento del animal tras la prueba, aplicacion de presecado y calor para evitar la hipotermia. Supetrvisor 2,00

4.3 Cumplimentacién de los Registros

Una vez autorizado el PdT por el RAE o el RISE, a propuesta del
supervisor, los supervisores deberan cumplimentar
progresivamente un formulario de registro en el que se incluya, al
menos: el trabajo realizado, su duracion y la lista de tareas y
habilidades cuya superacién se ha comprobado.

En el Anexo Il se puede consultar el modelo de formulario de
registro de tareas y habilidades que aparece en la documento de
trabajo de la Comisién Europea.

4.4 Superaciondel TBS

Tras la aplicacién del SdV y una vez concluido el Plan de
Trabajo satisfactoriamente, los supervisores/evaluadores
emitiran un informe respaldando la competencia del alumno en
las tareas y/o habilidades listadas en el Plan de Trabajo. Este
informe debe adjuntarse a una copia de los formularios de
registro mencionados en el apartado anterior.

El Plan de Trabajo se habra completado satisfactoriamente si,
y solo si, para cada evaluacion individual de cada tarea o actividad
se ha conseguido el nivel “medio” (valor numérico 3).

El alumno es responsable de enviar el informe y los registros
adjuntos al RAE, o persona en quien delegue, para que emita el
Certificado de Superacion del TBS.

Este Certificado de Superacion incluira, al menos:

*  Funcidn/es.

+  Numerode horas.

» |dentificacion del supervisor/es y evaluador/es.

« Especiesconlasque hatrabajado.

« En el marco de qué proyecto/s autorizado/s se ha trabajado
(obligatorio para la funcion [c]).
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En el Anexo lll se adjunta un ejemplo de Certificado de
Superacion del TBS.

Es importante destacar que adquirir la competencia en una
tarea o habilidad no capacita para ser formador de terceros. Los

requisitos para ser formador de terceros estan descritos en el
apartado4.2.D.2 Competencia del Supervisor/Evaluador.

4.5Solicitud dereconocimiento de la capacitacion

Una vez superado el TBS el alumno debe solicitar el
reconocimiento de la capacitacién, que es un requisito
indispensable para realizar las funciones correspondientes de
manera autéonoma. La capacitacion de las funciones [a], [b] y [c] se
obtendra mediante el cumplimiento de los siguientes requisitos,
con las peculiaridades que para cada funcion se concretan en la
seccion 1. del capitulo Il de la ECC/566/2015:

= Superar cursos de formacion tedrico-practicos, dirigidos a la
adquisicion de los resultados de aprendizaje de los médulos
correspondientes a cada una de las funciones a las que se
refiere el articulo 3.2. de la ECC/566/2015.

« Realizar adicionalmente un periodo de trabajo bajo
supervision.

Es responsabilidad del alumno realizar los tramites de
solicitud de reconocimiento de la capacitaciéon siguiendo el
procedimiento establecido por el érgano competente que
corresponda. Existen varias posibilidades de solicitud de este
reconocimiento:

« Enla comunidad auténoma en la que se ha realizado el curso
(o donde éste ha sido reconocido -cursos online-) y en la que se
harealizado el TBS.

+ Enlacomunidad auténomaen la que se haya realizado el curso
0elTBS, si son distintas.
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» Enla comunidad auténoma donde se acredite un contrato u
oferta de trabajo.

= En la comunidad auténoma en la que el solicitante tenga su
domicilio.

4.6 Excepciones

4.6.A Solicitud de inicio de realizacién del TBS antes de finalizar los
cursos formativos

Esta posibilidad la recoge el articulo 11.2, parrafo 2, de la
ECC/566/2015, con las siguientes condiciones:

» El periodo provisional no podré tener una duracion superior a
6 meses.

« Elalumnoestara siempre bajo supervision responsable.

» Enelcasodelafuncion[c], laseveridad del procedimiento sera
«leve» o «sin recuperacion».

= Previaautorizacion de la autoridad competente.

Para ello serd necesario remitir la solicitud del interesado
dirigida al érgano competente al que esté adscrito el
establecimiento en el que se desarrollara el TBS.

Estasolicitud deberd justificar las razones que lamotivan y por
las que no es posible esperar a la finalizacion del curso de
formacion para iniciar el TBS. Por ejemplo, perentoriedad de los
procedimientos dentro de un proyecto, necesidad de iniciar los
trabajos de tesis, puesta en marcha de un nuevo centro,
contratacion por el animalario, siendo necesario iniciar la
prestacién de servicios, etc.

Es preciso que la solicitud acomparie:

« Escrito del responsable administrativo del establecimiento en
que se va a realizar el TBS avalando la solicitud. En este escrito
seidentificara el trabajo a realizar, se indicaréd la personaqueva
a realizar la supervision y, en el caso de la funcion [c], incluird
una declaracién del RAE comprometiéndose a que las
actuaciones sobre los animales sean un procedimiento
clasificado como «leve» o «sin recuperacion». También podria
considerarse un escrito por parte del responsable in situ, dado
que esa normativa le atribuye asegurar del cumplimientodela
normativa, incluida la formacion del personal.

» Certificado de la entidad formadora que acredite que el
interesado ha realizado al menos el médulo de "cuidado, salud
y manejo de los animales" y el médulo de "reconocimiento del
dolor, el sufrimiento y la angustia" de los médulos troncales.
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Sdlo en casos muy excepcionales y debidamente justificados,
el solicitante podria presentar la matricula o inscripcion en un
curso reconocido o el compromiso de inscribirse en el primero
que se convoque a nivel nacional.

= Curriculumvitaedel solicitante

4.7.B Solicitud de autorizacion del TBS fuera de un establecimiento
cuando intervengan animales silvestres

Esta excepcion la posibilita el articulo 11.3 de la ECC/566/2015
y se requiere solicitud presentada por la persona que va a realizar
el TBS, con el visto bueno del responsable administrativo del
establecimiento y el responsable del proyecto implicado, que se
responsabiliza de la correcta ejecucion del TBS. Debera
identificarse el proyecto, que deberd haber sido previamente
aprobado.

Cabe la posibilidad de que la solicitud la haga el centro, para
uno o mas proyectos y para una o mas personas. En todo caso se
debe adjuntar el visto bueno de los implicados y la identificacion
delos proyectos aprobados.
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Anexo |

Solicitud de reconocimiento de un supervisor de un TBS

Nombre del Supervisor/a
(Pueden ser varios)

Nombre del Alumno/a

[T A. cuidador [ ] B. Eutanasia

Funciones que desea supervisar D C. Realizacion procedimientos

Titulo y c6digo de autorizacion del proyecto/s en el que se encuadra el TBS
(obligatorio para la funcién c)

Especie/s con las que va a realizar el TBS

Cumplimente seguin corresponda:

1. Cuenta con |a capacitacién paralafuncién que supervisa: [1s1 []no

2.Cuenta con una experiencia minima de un afo en el desempeno auténomodelafuncionquedesarrolla: [ ]st [ |no
3.Se compromete a aplicartanto laletra como el espiritu de la Orden ECC/566/2015y el Real Decreto 53/2013: [ |s1 [ [NO

4. Se compromete a supervisar presencialmente* al alumno siempre que realice un procedimiento que pueda causarle al animal estrés,
malestar, dolor o angustia, al menos, hasta que el alumno adquiera la destreza suficiente para realizar dicho procedimiento sin esa
supervisionpresencial:  [_/s1 [INo

* Si el supervisor no puede comprometerse a acudir al animalario hasta que el alumno adquiera las destrezas necesarias es necesario designar a otro supervisor o establecer una doble
supervision con otra persona que si pueda supervisar presencialmente alalumno.

5. Una vez finalizado el trabajo bajo supervisién, se compromete a enviar un informe, en el que se especifiquen al menos: el trabajo
realizado, su duracion, las especies con las que ha trabajado, el codigo de autorizacion de los proyectos en los que ha realizado este TBS y la
lista de tareasy habilidades cuya superacién se ha comprobado, indicando si el informe es favorable o desfavorable: ~ [1s1 [[INoO

En | | al | de| | de 20| |

Fdo.: | |
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Anexo |

Formulario de registro de tareas y habilidades del TBS

Procedimiento Especie Alumno bajo supervisién Competencia adquirida Estado de formador adquirido
Fecha Nivel de Alumno Formador Fecha Alumno Formador Fecha Alumno Formador
supervision | (Iniciales) (Iniciales) (Iniciales) (Iniciales) (Iniciales) (Iniciales)

4:El supervisor esta presente cuando se realiza el procedimiento, ofrece una supervision directay asesora.
3: El supervisor sabe cuando se van a realizar los procedimientos y puede intervenir rapidamente si es necesario (es decir, se encuentra cerca
del procedimiento).

2:El supervisor sabe cuando se van a realizar los procedimientos y puede acudir y dar consejos si es necesario (es decir, se encuentra cerca del
establecimiento).

1: El supervisor sabe cuando se van a realizar los procedimientos y esta disponible para hablar y dar consejos si es necesario (es decir, por
teléfono).
0: No es necesaria la supervision.

N°de Formulario:

Fechade publicaciéon:
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Anexo [l

Certificado de superacion del trabajo bajo supervision

Alumno del trabajo bajo supervisién (TBS)

Supervisor/supervisores

Responsable administrativo

Titulo del proyecto en el que se lleva a cabo el TBS

Codigo de autorizacion del proyecto

Funcién/Funciones

Nimero de horas de cada funcién

Especie/especies

Evaluacién

Elalumno ha superado favorablemente el periodo de trabajo bajo supervision para las especies y funciones arribaindicadas.

En [ l,al | del lde 20/ |

Fdo. | |
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Bienestar animal

Bienestar en animales de experimentacion:
Conejos

David Ayensa Pérez
Veterinario y Director Granja San Bernardo

{QUEESBIENESTAR O QUEENTENDEMOS PORBIENESTAR?

Todo el mundo habla de bienestar cuando nos referimos al
mantenimiento de animales y en concreto a animales con fines
cientificos, pero nos enfrentamos a un término, “bienestar’,
tremendamente confuso, interpretable desde diferentes puntos
de vistay referido a muy distintos aspectos. Por lo que, para poder
medir el nivel de bienestar en los animales y poder aplicar las
medidas oportunas para mejorarlo, antes debemos tener claro de
qué estamos hablando.

Etimolégicamente, bienestar proviene de bien y estar,
conjunto de cosas necesarias para vivir bien. El bienestar del
individuo es su estado en relacién a sus intentos para enfrentarse
asumedio ambiente (Broom 1986).

Podria decirse que el bienestar durante largos periodos de
tiempo, podria llamarse “calidad de vida" (Broom 2007).
Sentimientos como dolor, miedo, placer en la alimentacion, placer
sexual... son componentes de mecanismos para enfrentarse al
ambiente.

Teniendo en cuenta estos aspectos, bien podriamos afirmar
que el bienestar puede variar de muy bueno a muy pobre,

El concepto de las necesidades es clave para entender el
bienestar animal, y las necesidades vendran determinadas por la
especie, laedad, el sexo...

Pero antes de entrar en materia estableceremos la base sobre
la que cimentar nuestros argumentos,“la salud’, que serd el primer
indicador de bienestar.

A continuacion, repasaremos algunos aspectos que tendran
especial importancia a la hora de poder evaluar el bienestar
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delos animales, o de establecer las necesidades mediante las que
podemos garantizar o mejorar el bienestar del individuo o la
colonia de animales con los que estamos trabajando.

{QUENOS DICE LA LEGISLACION AL RESPECTO DE BIENESTAR
ANIMAL?

Los animales utilizados con fines experimentales deberan
recibir cuidados y un tratamiento adecuado. También deberan
alojarse en jaulas lo suficientemente grandes y en un entorno
adaptado a cada especie de conformidad con las normas que
figuranenelanexolll dela Directiva 2010/63/UE.

Una persona competente debe realizar al menos una vez al
dia un chequeo de los animales. Dichos chequeos deben
garantizar que todo animal enfermo o herido sea detectado y
reciba los cuidados necesarios.

Los métodos de sacrificio deberan limitar el dolor, el
sufrimiento y la angustia de los animales. Tan solo las personas
debidamente capacitadas podran llevar a cabo el sacrificio de los
animales en el establecimiento de un criador, suministrador o
usuario, seguin un método previsto en el anexo |V de la Directiva.

En la Directiva también encontramos los Requisitos relativos a
los establecimientos y al alojamientoy al cuidado de los animales.

VALORES DE BIENESTAR

Para medir el bienestar buscaremos una serie de indicadores
zootécnicos, patolégicos y de comportamiento, cuyo desvio de
los patrones normales nos hagan suponer un bajo bienestar o una
mejora en el bienestar.
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Indicadores Zootécnicos

- Densidad de animales:

« Cicloreproductivo.
» Edad.
*  Sexo.

- Medio ambientales:

«  Temperatura.

= Ventilacién: renovacion de aire y velocidad del aire.
¢ Luz.

»  Humedadrelativa.

* Purezadelaire:amoniacoy CO,.

- Manejo en produccién: Interaccién con los operarios,
formacién, destreza, cambios en personal, destetes, mezcla
deanimales.

- Alimentacién: cantidad ad libitum, granulacién, formulacién
(proteina, fibra, complejos vitaminicos-minerales), cambios
enalimentacion.

Indicadores Patoldgicos

- Presencia de determinados signos clinicos: problemas
digestivos, diarrea, problemas respiratorios, estornudos.

- Incidencia de enfermedades infecciosas.

- Incidencia de enfermedades parasitarias.

- Incidenciadeintoxicaciones.

- Incidencia de deficiencias alimentarias.

- Incidencia de anomalias genéticas.

- Mortalidad de individuos: en adultos, en recién nacidos,
predestete, durante el cebo o engorde.

- Lesiones: patas, mamas, peleas.

- Reproductivos: fertilidad, prolificidad, tamano de camada,
lactancia, mortalidad embrionariay abortos.

- Productivos: velocidad crecimiento, indice de conversion.

Indicadores de Comportamientos

- Comportamientoindividual.

- Comportamiento social.

- Interaccion con operarios.

- Facilidad de movimientos.

- Miedo (no confundir con alerta).
- Estereotipias.

- Agresividad.

- Coprofagia.
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ELECCION DEL ANIMAL

El conejo New Zealand White (ver Figura 1) es el animal de
eleccion, ya que esta adaptado. El conejo silvestre, no esta
adaptado a un animalario: no puede mantenerse enjaulado, sufre
un nivel de estrés importante y el manejo resulta muy
complicado, por lo gue no podemos plantear las mismas
necesidades para garantizar el bienestardel animal.

N

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Conejos New Zealand White.
INDICADORES
Parametros Ambientales

A continuacion, haremos un breve repaso a los requisitos
medioambientales en los establecimientos (verTabla 1).

Renovacion de aire

El objeto del sistema de ventilacion es suministrar aire frescoy
mantener bajo el nivel de olores, gases nocivos, amoniaco, polvoy
agentes infecciosos de cualquier tipo. El dispositivo que se monte
debe ser capaz de realizar 12 renovaciones por hora. El aire de
cada sala se renovara a intervalos frecuentes, por ejemplo un
régimen de 10 renovaciones de aire por hora es adecuado aunque
dependera de la densidad de ocupacion y del estado de las fosas
(si las hay) o zona de almacenamiento de las heces, por lo que
también podrian ser suficientes 6-8 renovaciones por hora o
menos.
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La renovacion permite la expulsion de los gases nocivos. La
admisién de aire fresco no deberia sobrepasar los 4 m*/hora por
kilo de peso vivo.

Como observaciones generales, se puede proyectar la
ventilaciéon evitando corrientes de aire; por ejemplo, unos
muros/obstaculos pueden prevenir que el aire dé directamente
sobre los animales. También se debe garantizar una baja
velocidad del aire para evitar problemas respiratorios, a nivel 0,1-
0,2m/s.

Temperatura

Mantener una temperatura estable, impidiendo que ésta
sobrepase el limite establecido de 25°C.

Humedad relativa

Asegurar un % de humedad relativa constante a lo largo de
todo el afo (60%), procurando que la humedad no sea inferior al
50% o superior a 80%.

Ambiente

Elnivel de NH, en ambiente a 8-10 ppm ya es detectable por el
olfato, por lo que podemos establecer un primer nivel de alertaen
10 ppm que requerird tomar acciones, como pueden ser la
limpieza y eliminacién de las heces si se acumulan o cambiar la
ventilacion.

Los niveles maximos admisibles son 12 ppm de NH, en
ambiente con exposiciones largas de tiempo y 20 ppm en
ambientes con exposiciones cortas de tiempo.

Exposiciones prolongadas de tiempo con niveles altos de
amoniaco gas pueden provocar irritacion de las mucosas y
problemas respiratorios. Algunos estudios han demostrado la
capacidad mutagénica del amoniaco en Drosophila melanogaster
y en E. coli, por lo que se deduce que mantener niveles bajos de
amoniaco puede ayudar a mantener la flora microbiana
controlada.

Ruidos
Las instalaciones deben estar aisladas de focos fuertes de

frecuencias audibles, con el fin de evitar trastornos en la conducta
y lafisiologia delos animales.

Los ruidos subitos pueden provocar cambios importantes en
las funciones organicas como estrés, por lo que el personal debe
estar perfectamente informado de como tiene que realizar sus
tareas diarias: cierre de puertas, golpeo de carros, manejo de
objetos contundentes, no arrastrar sacos o calzas por el suelo,
hablar en voz adecuada y siempre guardando el mismo tono...
Hay que prestar especial atencion al personal nuevo y limitar el
acceso de personal innecesario.

lluminacion

El periodo de méxima iluminacion es de 16 horas de luz, y se
mantiene para favorecer la reproduccion en las salas de
reproductores. En las salas de gazapos o mantenimiento de
animales, los fotoperiodos son de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. Porotrolado, una intensidad luminica baja favorece un
estado de tranquilidad en los animales y evita situaciones de
estrés.

Tabla 1.-Requisitos medioambientales en conejo.

DATOS MEDIOAMBIENTALES

Limites Objetivo
™ 15-25°C 18-22°C
H* 50-80% 65-70%
NH; <8ppm <3ppm
Lux Reproduccion 3040 lux 16 h
Mantenimiento 30-40lux12h
db < m
Ruido constante, 40-60
baja frecuencia. ruido constante

Ausencia de picos

Alimentaciény bebida

Los animales disponen de alimentaciony bebida ad libitum. El
agua tiene que ser limpia, fresca y libre de contaminacion
microbioldgica. El pienso es granulado, de 8-15 mm de largo y 2-3
mm de diametro. El % maximo de finos no supera el 1%. El pienso,
nutricionalmente, debe estar equilibrado y aunque el conejo
admite otros valores, los que se detallan en la Tabla 2 pueden ser
una referencia.
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Tabla 2.-Componentes analiticos del pienso.

COMPONENTES ANALITICOS

Proteina bruta 16%
Aceite y grasas brutos 3,5%
Fibra bruta 16-17%
Ceniza bruta 8,5%

Los datos reproductivos que se presentan en la Tabla 3
muestran valores normales y su obtencién en una colonia de
animales no parece indicativo de un bienestar bajo.

Tabla 3.-Datos Reproductivos.

DATOS REPRODUCTIVOS

Fertilidad 85%

Prolificidad L 9 N
Destetados MWwuw‘;‘mwmuwl
Bajas T

La velocidad de crecimiento (ver Figura 2) también es
indicativa del grado de bienestar en una colonia de animales.

PESOS CONEJOS
New Zealand White
50
44 -
39
33 -
28

22
1.7

0.6
0.0

12 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 1415 16 17 18
SEMANAS DE EDAD

19 20
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Figura 2.- Velocidad de crecimiento en conejos New Zealand White.
Evaluaciéndel dolor
Las manifestaciones clinicas del dolor en esta especie son

caracteristicas (ver Tabla 4), pero pueden pasar inadvertidas si el
doloresdeintensidad leve.

55

ANIMALES DE L ABORATORIO
Primavera 2018. Numero 77

Tabla 4.-Manifestaciones clinicas de dolor.

Signos generales:

Actividad reducida, permanece inmovil o se desplaza lentamente o con
esfuerzo.

Deshidratacién: pelosin brillo, piel sin elasticidad, ojos hundidos.

Depresion, letargia, apatia.

Acicalamiento anormal y empeoramiento del pelaje.

Cambios en la ingestion de agua y alimento: es reducida, se prolonga en el
tiempo oincluso, lacomida se cae delaboca.

Secreciones oculares, ojos cerrados, palidez (albinos).

Posturas anormales: contracciones del abdomen con tension de la pared
muscular, arqueamiento al estar sentado, presién con la cabeza en la pared
delajaula.

Autoproteccion de la zona dolorosa, frotarse con la esquina de la jaula,
tendencia a esconderse (cuando no lo suele hacer) o agresividad subita
inesperada.

Pérdida delinterés porlo que lerodea.

Rechinar de dientes.

Vocalizacion o rechinar de dientes cuando se mueve, defeca, orina durante
lamanipulacion.

Patron respiratorio modificado (incluso cambios sutiles).

Incapacidad paradescansar o dormir o trastornos del suefio.

Expresion facial de ansiedad: pupilas dilatadas, ausencia reflejo palpebral.
Salivacion incrementada.

Aislamiento del grupo.

Dolorleve amoderado:

Descarga ocular, fotofobia.

Diarrea, depresion, apoyo de la espalda en el fondo de la jaula, acicalamiento
excesivo, ingesta reducida de agua y alimento, desinterés, agresividad o
vocalizacion durante lamanipulacién, rechinar de dientes.

Dolorintenso o crénico:

Rechinar de dientes, letargia, deshidratacion, pérdida de peso, presencia de
heces en la zona anal, pérdida de masa muscular en cuartos traseros,
produccion reducida de heces nocturnas, falta de respuesta a estimulos.

No obstante, determinados signos son indicativos de la
necesidad olare-evaluacion de la analgesia (verTabla 5).

Tabla 5.-Signos clinicos que aconsejan analgesia.

Aparienciaanormal: ansiedad, depresién, inactivo, inquieto.
Chillidos o quejidos.

Rechinar de dientes.

Inmovilidad tonica.

Rechazaelaguay/o el alimento.

Pérdida de peso.

Oyl g Lok

La utilizacion de escalas numéricas especificas (ver Tabla 6)
facilita el seguimiento clinico de procedimientos invasivos y
dolorosos.
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Tabla 6.-Superior. Escala de valoracion del dolor en conejos. Inferior.
Valoracion.
Categoria Signos Valoracion
Peso corporal Normal 0
Pérdida < 10% 1
Pérdida 10-15%, pero come 2
Pérdida > 20%, no come 3
Apariencia Normal 0
Acicalado pobre 1
Pelaje descuidado, descarganasal/ocular 2
Pelaje mal estado, postura anormal, 3
midriasis
Constantes vitales Normal 0
Ligeras modificaciones 1
Cambio de temperatura 1-2°C, 2
taquicardia/taquipnea= 30%
Cambic de temperatura>2°C, 3
taquicardia/taquipnea= 25%,
bradipnea o patron superficial
Comportamiento Normal 0
espontaneo en respuesta | Respuestaleve 1
a estimulo externo Respuesta anormal moderada 2
(palpaciénen lugares de Reaccién violenta 3
puncién)

*Un valor de 3 en
con 8-11 puntos.

una categoria aislada se valora automaticamente

Valoracién
0-3 | Normal
4-7 Falta de conforto dolor
8-11 | Sufrimiento, necesidad demedidas
paliativas*
12-15  Dolor grave, evaluarrefinamiento
técnica

TIPODEINSTALACIONES
Conceptoindividuo-grupo

El concepto individuo-grupo depende de la edad de los
individuos y del sexo.

En general, podemos mantener animales en grupo desde
jovenes hasta las 14-16 semanas de edad. Después de esta edad,
puede darse el efecto de dominancia y siempre de uno sobre el
resto:rifas, tricofagia que puede requerir separar al dominante.

A partir de las 12-14 semanas de edad, mantener juntos los
dos sexos puede generar dificultades.

Estudio, procedimiento ocria, reproduccion

Dependiendo del nivel de manejo necesario podemos optar
por un tipo de instalacién u otra que adaptaremos segun las
necesidades. Existen importantes diferencias entre:
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~  Cria: que requiere la colocacion de nidos y el manejo de un
gran numero de animales, generalmente. El operario debe
estar comodo para poder manejar el animal de forma que le
produzca el menor estrés posible.

- Estudios gue requieran manejo diario: administraciones,
toma de muestras, serologias, temperatura corporal, orina,
heces...

- Estudios que apenas requieran manejo: cirugias, cronicos,
estudios de nutricién/alimentacion...

No existe una verdad absoluta sobre el tipo de instalacion
idénea. Debemos adaptarnos a la instalacion que tenemos y en
todas las instalaciones puede realizarse enriquecimiento que las
mejore y que, por lo tanto, mejore el bienestar. Debe disponerse
de locales para alojar por separado a los animales enfermos o
heridos.

Numerode animales

Dependiendo del nimero de animales que tenemos que
manejar, estableceremos unas necesidades, y con ello la decision
deltipodeinstalacion.

Enriquecimiento

El enriquecimiento ambiental aporta un conjunto de
estimulos que permiten la expresion de las pautas normales de
conducta que son propias de la especie.

Dependiendo de la instalacion podemos emplear como
enriquecimiento ambiental (ver Figura 3): materiales fibrosos,
facilitar la vision, socializar o mantenimiento en grupo siempre
que el estudio nos lo permita, plataformas, escondites,
reposapatas...

-

Imagen suministrada por la auto

Figura 3.- Distintos tipos de enriquecimiento ambiental que se pueden
facilitara los conejos.

REPRODUCCION

El comportamiento de la hembra y de los gazapos puede ser
otro aspecto indicativo con el que podemos valorar el nivel de
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bienestar. Observar la camada los primeros dias tras el parto y
comprobar que se mantiene el nido conformado (ver Figura 4). El
movimiento de los gazapos nos puede indicar si estan mamando
ono; también podemos cogerlos para comprobar si han mamado,
ya que la barriga estard llena de leche (se trasparenta de color
blanco). Si su disposicion en el nido, agrupada, es placentera, ya
que los gazapos deben formar un circulo y estar protegidos por la
viruta y el pelo que forma una cama y un parapeto a su alrededor.
Por el contrario, cuando se observa que no han mamado o no lo
suficiente, no estan en posicion placentera, sino mas
desperdigados, los ojos estan achinados, entreabiertos y sin brillo.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Crias de conejo New Zealand White.

CONCLUSION

Debemos aplicar el sentido comun. Pero el sentido comun
desde el conocimiento cientifico y ético. No todo vale para todas
las ocasiones. Tomemos algunos ejemplos: sala de reproducciony
cria, procedimiento de test de farmacos, clinica Veterinaria,
estudios de nutricion... nos encontraros ante situaciones muy
diferentes en las que lo que en una situacién puede favorecer el
bienestar, en la otra puede resultar perjudicial; por ejemplo, el uso
de plataformas, escondites... se pueden convertir en obstaculos
que van a crear estrés durante el manejo, o favorecer patologias
afectando a la salud del animal y por lo tanto, el bienestar. No
parece muy recomendable utilizar el mismo criterio, por ejemplo
de espacio o dimensiones, para todos los casos expuestos
anteriormente.
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En el camino de la normalizacién, estandarizar, legislar bajo
un solo criterio, no siempre puede resultar beneficioso para el
animal, lo que nos obliga a valorar cada situacion.

Fernando Savater, en la conferencia Las contradicciones del
progreso, lo explicaba haciendo referencia al Filésofo Aleman Odo
Marquardt, de la siguiente manera: “Las cosas se mueven y que
van hacia bien es seguro, vamos introduciendo cambios. Con el
progreso los males van disminuyendo, pero van cobrando mayor
protagonismo, ahora los percibimos mayores. Estan solos. Los
males escasos son valorados cada vez como mas negativos.”

Las condiciones en las que se mantienen o se manejan los
animales ahora son infinitamente mejor que hace medio siglo.
Pero algo no ha cambiado, el bienestar, que es una condicién
intrinseca del animal. Intrinsecamente, la sensacién de bienestar
del animal era la misma antes que ahora y si ahora hemos
mejorado lainstalacion y el manejo garantizando una mejor salud
y evitando situaciones de estrés, dolor (tenemos medios para
combatirlo) y angustia, es evidente que hemos mejorado y que
estamos en el buen camino.

Hoy se usan menos animales entre otras cosas porque el
estado sanitario es mejory porlotanto, los errores son menores.

A partir de ahi los cambios como mejoras en el manejoyenlas
instalaciones deben estar consensuados, justificados, estudiados
ydeben ser compatibles con el procedimiento arealizar.

Si nos excedemos en lo que creemos que mejora las
instalaciones o con el enriquecimiento, no siempre vamos a
conseguir el efecto deseado y con ello, el éxito en el
procedimiento, lo que nos puede llevar a repeticiones
innecesarias y un mayor uso de animales. El bienestar del animal y
el éxito del estudio deben ser paralelos; con mayor éxito el uso de
animales se reducira.
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Deriva génica: un obstaculo evitable

Marta Casado Pinna
Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC)

Uno de los pilares de la buena practica cientifica es llevar a
cabo protocolos de trabajo cuidadosamente disefiados con rigor
e inteligencia, ya que uno de los principios de la ciencia es que se
puedan reproducir los experimentos. Para poder cumplirlo
debemos emplear reactivos definidos, estables en el tiempo. En el
caso de la experimentacion animal, no podemos considerar al
raton como un reactivo per se, dado que su fondo genético influye
en la experimentaciéon como lo hace un reactivo quimico. La
existencia de cepas consanguineas ha demostrado su valor parala
investigacion biomédica en aras del control genético. ;A partir de
su creacion todos los ratones de una misma cepa son siempre
iguales o no? ;Podemos asegurar la reproducibilidad de nuestra
experimentacion simplemente si usamos este tipo de cepas? La
respuesta obviamente es que no. Cualquier cepa puede ser
genéticamente diferente en un determinado momento como
resultado de la tendencia que presenta el genoma del ratén,
como el de cualquier otra criatura viva, a variar de forma aleatoria
alolargodel tiempo, proceso conocido como deriva genética.

CEPAS CONSANGUINEAS

Si bien el primer uso del ratén como animal de laboratorio
esta datado en 1664 cuando Robert Hooke lo empled para
estudiar las propiedades del aire (Morse 1978), el gran potencial
del ratén como modelo en investigacion biomédica lo podemos
situar a principios del siglo XX gracias a los trabajos de William
Castle y sus estudiantes, especialmente Clarence C. Little, que
utilizaron al ratén para comprobar si las leyes de Mendel se
aplicaban en los mamiferos (Silver 1995). Llevaron a cabo cruces
sistematicos entre parejas emparentadas, seleccionandolas por
caracteres fenotipicos tnicos. Asi generaron en 1909 la primera
cepa consanguinea, DBA (Dilute, Brown, non Agouti), de las mas
de 450 cepas consanguineas de las que actualmente disponemos
(Becketal. 2000).
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Las cepas consanguineas deben descender de un Unico par
de progenitores (endocria), y se consiguen por el acoplamiento
sistematico e ininterrumpido entre hermanos y hermanas
durante mas de 20 generaciones (ver Figura 1). A partir de este
momento, el genoma de todos estos ratones tendra un 98,6% de
homocigosidad (Beck et al. 2000) y todos los ratones seran
genéticamente idénticos (isogénicos) y homocigotos en
practicamente todos los loci. De este modo, una cepa
consanguinea es un conjunto monoclonal inmortal de individuos
idénticos. La principal ventaja de la uniformidad genética es la
uniformidad fenotipica proporcionando un fondo homogéneo
para estudiar los efectos de las mutaciones causantes de
enfermedades. Al ser lineas genéticamente estables, podran ser
utilizadas por multiples laboratorios y en distintos estudios a lo
largo del tiempo, consiguiéndose resultados experimentales mas

fiablesy reproducibles.
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Figura 1.- Sistematica de cria de cepas consanguineas.
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La capacidad de manipular el genoma del ratén es lo que hace
queel ratdn seatan relevante. En el contexto de la pureza genética
lo mas habitual es que tengamos un ratén modificado
genéticamente en fondo mixto y queramos llevarlo a fondo puro
(linea congénica) -técnicamente es mas facil conseguir
transgénicos en fondos mixtos—, o bien tenemos una mutacion en
un fondo y queremos estudiar su efecto en otro fondo genético.
En cualquiera de los dos casos, se lleva a cabo por
retrocruzamiento, mediante el cruce repetitivo de animales
portadores de una mutacion con una linea consanguinea (linea
receptora) a través de 10 o mas generaciones y seleccionando las
crias que hanrecibido el alelo mutado (ver Figura 2).

Cepa donante g X

Cepa receptora

!
!

am.

N10 g Cepa congénica
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Figura 2.- Retrocruzamiento para generar lineas congénicas.

En ambas situaciones (lineas consanguineas o congénicas),
las cepas son estables, pero no son entidades fijas. Existen fuentes
de variacion genética: la contaminacion genética y la deriva
genética.

Durante la cria de ratones hay una posibilidad finita que se
cometan errores, lo que conduce a la mezcla accidental de dos
cepas de ratones no relacionadas. Esto lleva a una pérdida de la
isogenicidady la uniformidad fenotipica. El resultado de este error
sera variable, desde un cambio dramatico en el fenotipo (p. Ej. un
cambio en el color del pelaje) a cambios sutiles no detectables en
un principio. Los cambios se volveran mas estables en el tiempo a
medida que contintan los cruces y el uso involuntario de estas
lineas a menudo conducira a resultados altamente variables, que
llevaran ainconsistencias con datos existentes.
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DERIVA GENETICA

La vida, por supuesto, es compleja y como sugirié Darwin, la
variacion es la materia prima para la seleccion (Darwin 1859). Por
tanto, no es de extrafar que se produzcan mutaciones
espontaneas en los modelos experimentales que mantenemos
en un laboratorio. La deriva génica es la tendencia de cualquier
alelo a variar de forma aleatoria a lo largo del tiempo y en el ratén
se ha calculado que la tasa de mutacion es de 1,7 x 10°
mutaciones/locus/generacion.

Teniendo en cuenta el sistema de cruces para mantener la
endocria en las cepas consanguineas, tenemos 4 alelos en los que
se pueden producir la modificacién, por lo que la probabilidad de
que se fije la alteracion es del 25%. De esta manera, nuevas
mutaciones se vuelven fijas en una colonia aproximadamente
cada 9-10 generaciones. Debido a que los nticleos reproductores
generalmente son retirados y reemplazados 2-3 veces por ano,
esto significa que las nuevas mutaciones se fijaran dentro de una
colonia cada 3-5 afos. Pero el tiempo necesario para que la
mutacién se fije en la colonia va a depender en gran medida del
tamano de la poblaciéon de trabajo. Asi, sera mas importante
cuanto mas reducida sea la poblacién, ya que la propagacion dela
mutacion es estadisticamente mas importante. Si nuestra colonia
se mantiene con 100 animales y en uno de ellos se produce la
mutacion, la probabilidad de que escojamos ese animal para
mantener la colonia es del 2% (ver Figura 3A). Por el contrario, si
mantenemos la colonia con 10 animales y en uno de los animales
se produce la mutacion, la probabilidad serd del 20%
(verFigura 3B).

20%

X = &8 8
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Figura 3.- La deriva genética es estadisticamente mas importante en

poblaciones pequenas.
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Un ejemplo de la importancia de la deriva génica la tenemos
entre las distintas subcepas C57BL/6 de las que disponemos,
dependiendo de la casa comercial de la que obtengamos el
modelo. Aunque las distintas cepas C57BL/6 comparten el mismo
origen, la deriva genética las ha convertido en sublineas (ver
Figura 4) con algunas diferencias que, segun el campo de estudio,
pueden llegar a ser importantes (Mekada et al. 2009 y Zurita et al.
2011). Todas ellas proceden de la cepa original generada por
Clarence Little en 1921 del cruce de la hembra 57 con el macho 52
del stock de la tienda de mascotas de Miss Abbie Lathrop. La
subcepa que mantiene las caracteristicas originales es la subcepa
C57BL/6J. En 1951, se produjeron mutaciones en la colonia que
mantenia el National Institutes of Health (NIH), surgiendo la cepa
C57BL/6N. A partir de esas 2 cepas, la distribucion entre distintos

The Jackson Laboratory C57BL/6J (JAX mouse #000664)
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laboratorios y suministradoresy la deriva génica han dado lugaral
resto de cepas conocidas. Aunque externamente son muy
similares —fenotipicamente todas ellas tienen un pelaje de color
negro asociado al alelo mutante nonagouti (a), que llevan en
homocigosidad—, se han identificado distintas mutaciones (ver
Tabla 1) asociadas al control de la homeostasis de la glucosa y
funcién mitocondrial (nicotinamide nucleotide transhydrogenase,
Nnt), aprendizaje y adaptacion (alpha synuclein, Snca), adhesion
plaquetaria (multimerin 1, Mnrn1), o degeneracion retiniana
(retinal degeneration 8, Rd8). Se han analizado 1.449
polimorfismos de un tnico nucledtido (3 SNPs/5 Mbintervalo alo
largo del genoma) y se han identificado sélo 12 SNPs diferentes
entre las distintas cepas C57BL/6 (ver Figura 5).

Tabla1.- Mutaciones diferenciales identificadas entre distintas

C57BL/6NJ (JAX mouse #005304) subcepas C57BL/6.
Charles River C57BL/6J actualmente equivalente a la de Jackson -
C57BL/6NCr] . D] celcin
C57BL/6ICH, di — O — Cepa Suministrador ~ Nnt Scna Mnrnl Rd8
1§ Isponibie solo en . LDiscontinuada.
R C57BL/6J0la Hsd Envigo No Si Si  No
Henan C578L/60laHsd C57BL/6JRcc Hsd Envigo No No No No
C57BL/6IRccHsd @ C57BL/6NHsd Envigo No No No Yes
C57BL/6NHsd 0 S C57BL/6) Jackson Laboratory Yes No No No
Taconic C57BL/6NTac C57BL/6JBy)  Jackson Laboratory No No No No
C57BL/6JBomTac N C57BL/6ICrl Charles River Yes No No No
Imagen suministrada por la autoria
C57BL/6NCrl Charles River No No No Yes
Figura4.- C57,unraton conochoapellidos. C57BL/6)BomTac e delos | e o
C57BL/6NTac Taconic No No No VYes
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CSTBUGCr CSTBLIEC -
(1972, CR, JMS) (1975, 5LC)
CSTBUENC
wrecry |
C5TBLA Ul
(1976, CRLY)
CSTBUSNIIC -, =~ |
(1978, 31C) (1988, CL)
CSTBLIENHsd
(1933, HSO)
C57BLISNTac "
\ l (1991, 74G) Figura5.- Comparativa basada en el
CSTBLIEN —— - estudio de 1440 SNPs; Il = |
ol e — en 9; SNPs Il # | en esos 9 + 3
CSTBLISJ-Tyred B{Cg)-Tyr il —— SNPs; Modificado de Zurita
e i i E., Chagoyen M., Cantero M.,
TN ———— et al. Genetic polymorphisms
11 173 08 1T e e m among C57BL/6 mouse
c’m“."r'n" 1981 wro 1 inbred strains. Transgenic
& l K —. Res.2011,20:481-9.
(2039, ARC) —
cs7BUSIEl
(1989, JCL)
C57BLSIImsSIc
(1947, 305, 5LC)
muuou—é—- C57BLIBI0lHSd et I
(1983, 0L8) (1997, 80)
C5TBUGJRec CSTBUGJRccHsd ———
(4973, RCC) (2005, HSOD)
CSTBLIEIBoMm =y CSTBLIGIBOMTaC
(1971, HAN) 988, TAC)

Gl
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Como ejemplo de lo que puede afectar a una investigacion,
cabe mencionar el trabajo de Mahajan publicado en Cell Reports
(Mahajan et al. 2016), cuyo grupo habia descrito defectos en el
desarrollo de las células B al alterar genéticamente la via del acido
sidlico. Estos datos los obtuvieron bajo el fondo C57BL/6NHsd. Sin
embargo, al modificar el fondo genético a C57BL/6J el efecto no se
mantenia. Gracias a la secuenciacion del genoma de la cepa
originaria pudieron identificar una delecién del gen Dock2
Unicamente presente en la cepa C57BL/6NHsd. Esta mutacion no
se encuentra ni en la cepa B6 ni en las cepas B6N de otras fuentes
comerciales. A raiz de este resultado, estd claro que cualquier
estudio del sistema inmune o hematopoyético que se hallevadoa
cabousando esta cepa en concreto necesitara ser reinterpretado.

{COMO CONTROLARLA DERIVA GENICA?

Como se ha mencionado anteriormente, la deriva génica
puede llegar a comprometer la reproducibilidad de los datos
experimentales. Su impacto en la investigacion depende de la
naturaleza de las nuevas mutaciones y de la investigacion en la
que se utilizan las cepas. Hay que tener en cuenta que la mayoria
de las mutaciones no dan como resultado un fenotipo visible. La
sensacion es como caminar a través de un campo minado; es solo
cuestion de tiempo antes de que una mutacién espontanea
afecteaun experimento de formainesperada.

El cambio genético no se puede evitar, pero si ralentizar y
minimizar sus efectos. Estos son algunos consejos practicos que
pueden ayudara conseguirlo:

- Esnecesario conocer de manera precisa el fondo genético con
el que se esta trabajando, no sélo para determinar cuéles son
los controles a emplear en el experimento, sino también para
conocer las caracteristicas fenotipicas de la cepa. Se deben
mantener registros detallados de la colonia con el fin de
detectar rdpidamente cualquier modificacion fenotipica.

- En este mismo sentido, esta informacion debe ser
proporcionada a la comunidad cientifica. Usar una adecuada
nomenclatura y utilizar el llamado “pasaporte del ratén”
facilitaria una informacién correcta. Igualmente, seguir las
directrices de la guia Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments (ARRIVE) mejoraria la comunicacién de los
hallazgos de la investigacion a una comunidad cientifica mas
amplia. Las directrices ARRIVE se desarrollaron como parte de
una iniciativa del National Centre for the Replacement,
Refinement and Reduction of Animals in Research (NC3Rs),
para mejorar el disefio, analisis y publicacién de investigacion
con animales, maximizando la informacién publicada y
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minimizando estudios innecesarios. Su objetivo es guiar a los
autores sobre lainformacion esencial que deberiaincluirse en
un manuscrito con el fin de elaborar manuscritos
reproducibles, transparentes, precisos, completos,
organizados de forma ldgica y bien escritos (Kilkenny et al.
2010).

— Evitar la presion selectiva; por ejemplo, elegir progenitores
que producen camadas inusualmente grandes o que se
reproducen durante mas tiempo puede seleccionar
mutaciones que reduzcan la gravedad o retrasen la aparicion
del mismo fenotipo que hace que la cepa sea dtil para su
investigacion.

- Refrescar los reproductores con frecuencia (recomendable
maximo cada 10 generaciones).

- Criopreservar modelos Unicos, configurando el reloj genético
alavezquelacriopreservacion.

CONCLUSIONES

La deriva genética es la pesadilla de todo investigador. Es una
fuerza sutil e insidiosa que causa que las poblaciones de una cepa
deraton diverjan genéticamente, y es la base para el desarrollo de
subcepas. Desde un punto de vista practico, puede confundir los
resultados experimentales, lo que lleva a conclusiones falsas y
resultados irreproducibles. La deriva genética no se puede
detener y todas las colonias de ratones que se reproducen
activamente son vulnerables a ella. Afortunadamente, se pueden
tomar medidas para minimizar sus consecuencias: CONOCER,
INFORMAR y CRIOPRESERVAR.
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Histologia del pez cebra,
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Ya nadie duda de que el pez cebra es un modelo de animal
vertebrado apropiado para el estudio del papel de muchos genes
y sus sefales de expresion. También se ha probado su valor como
modelo de enfermedades humanas, siendo muy usado en
patologias neurodegenerativas como Parkinson, Huntington o
Alzheimer (Xietal. 2011, Basset y Curri 2003). Por otro lado, su uso
es cada vez mas frecuente, de manera que en el afio 2016 —segun
fuentes del Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacion y
Medio Ambiente- el uso de peces cebra supuso el 11,05% del
total de los animales usados en experimentacion en Espana, lo
que supone el segundo modelo animal mas usado tras el raton.

La secuenciaciéon de su genoma y la facilidad de conseguir
animales modificados genéticamente han hecho que numerosos
grupos de investigacion y companias farmacéuticas los utilicen
pararealizar test previos al uso de otros vertebrados, por no hablar
de estudios de ecotoxicidad.

Sin embargo, para conseguir que el pez cebra se convierta en
un modelo excelente, es necesario conocer, con la maxima
profundidad posible, tanto su fisiologia como su anatomia e
histologia. En esta revision, vamos a tratar de mostrar de forma
resumida la histologia de los principales 6rganos del pez cebra
adulto, con su localizacion y una descripcion de su funcion,
comenzando como siempre por el procesado de las muestras.

PREPARACION HISTOLOGICA DELAS MUESTRAS

Normalmente, los animales son sacrificados mediante el uso
de metanosulfonato de tricaina en buffer. Podemos, en ese
momento, realizar una primera valoracion del estado general del
animal o directamente pasar a sufijacion.

Como fijadores se pueden utilizar tanto la formalina
tamponada al 10% como el fijador de Davidson, que es nuestra
recomendacion, ya que endurece ligeramente la muestra y nos

facilita el corte de determinados érganos (p. Ej. ojos) y una mejor
conservacion de algunas estructuras como las branquias.
Mantendremos al pez unas 24 horas en estos fijadores, aunque
este tiempo dependerd de la edad y del tamario del animal. Tras la
fijacion, podemos pasarlos por un descalcificador unas cuantas
horas, aunque eso no siempre es necesario. Recomendamos el
dcidoférmico o unasoluciénde EDTA.

Si queremos observar todos los érganos, como es nuestro
caso, podemos colocar al pez en un casete histologico y
procesarlo completo para embeberlo en parafina y hacer cortes
seriados. Es muy importante la colocacién precisa del animal a la
hora de realizar el bloque de parafina para que los cortes nos
salgan luego comparables. Debe colocarse de forma que
podamos realizar cortes parasagitales del animal. Asi, a la hora de
cortar, podemos considerar 5 secciones en el pez, dos en el lado
izquierdo, una central y otras dos en el lado derecho. Si realizamos
dos cortes de cada seccion hasta obtener 10 cortes por pez,
podemos evaluar la mayoria de los érganos del animal. Una
tincion de Hematoxilina-Eosina es suficiente para su valoracién,
aunque siempre podremos utilizar tinciones especiales para
poner de manifiesto algunos componentes o estructuras
especificos (aunqueverTabla 1).

Tabla 1.- Tejidos no encontrados en el pez cebra.

Tejidos no encontrados en el pez cebra.

Glandula adrenal
Médula osea
Estémago glandular
Foliculos pilosos
Pulmones

Ganglios linfaticos
Glandula mamaria
Glandulas salivares
Células C en la glandula tiroidea
Vejiga de la orina
Utero
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Piel

A diferencia de los mamiferos, los peces no tienen capa de
queratina en el dltimo estrato de la epidermis, con excepcion de
una pequena zona de epitelio queratinizado en la mandibula y las
aletas. La superficie es rugosay cubierta de una cuticula, que es lo
que le protege de las agresiones del medio. Puesto que se suele
perder durante el procesado de la muestra, no se suele observar
en los cortes histolégicos. Por otro lado, posee unas estructuras
especializadas como son (ver Figura 1):

- Células mucosas: Secretan un moco que lubrifica la superficie
y son facilmente visibles en las secciones histolégicas.
Presentan el citoplasma con contenido mucoso positivo a la
técnica de PAS y desplazan al nucleo hacia la periferia de la
célula.

- Células de alarma: Presentan el citoplasma mas palido y un
nucleo mas pequeno. Se localizan sobre todo en la cabeza y
contienen feromonas derivadas de la hipoxantina, que son
liberadas cuando la piel es dafiada por un depredador, lo que
les asegura un sistema de alarma para el resto de los animales
dealrededor.

- Quimioreceptores: Similares a papilas gustativas de otros
animales, estan localizadas en la epidermis, también en la
region de la cabeza y son células mas claras (gustativas) y mas
oscuras (soporte).

- Células pigmentadas: Se localizan en los estratos mds
profundos y contienen diferentes tipos de pigmentos:

«  Melandforos: Son de color marrén y contienen melanina.

= Jridéforos: Un pigmento de color plateado compuesto de
carotenos.

«  Xantéforos: Con un pigmento de color amarillento.

La union de las células con pigmento marrén (melandforos) y
amarillentos (iridoforos) da lugar al color azul de las caracteristicas
bandas horizontales del pez cebra.

Las escamas estan formadas por una membrana ésea que
queda en un compartimento entre la epidermis y la dermis. Se
forman a partir de las células mesenquimales de la dermis. En el
pez cebra, como las de la mayoria de los peces teledsteos, son de
tipo cicloide y se solapan unas con otras para conferir proteccion,
aunque histolégicamente pueden aparecer adheridas unas a
otras. Contienen hidroxiapatita y coldgeno de tipo |. Durante el
desarrollo del animal, se van originando desde la porcion mas
caudalalamascraneal.
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En la dermis tenemos dos estratos, uno mas laxo y otro mas
profundoy compacto en contacto con el musculo esquelético.

Las funciones mas importantes de la piel son servir de barrera
para patégenos y como sistema de defensa, ya que el contenido
mucoso de las células contiene sustancias que actiian como
antibidticos, péptidos, lisozimas y proteasas. Ademas, mantiene el
balance idnico que, de otra manera, produciria un edema
generalizado.

o
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Figura 1.-Piel y escamas (2x). A. Piel con presencia de células mucosas y de
alarma (40x). B. Escama con parte interna 6sea. Linea lateral
(40x).

Sistemadelineaslaterales

Es un mecanismo sensorial rodeado de cartilago y hueso
situado bajo las escamas. Esta formado por una serie de canales
con células de soporte y células ciliadas que son las responsables
de transmitir las sefales sensitivas del medio a los nervios
craneales, Se pueden observar macroscopicamente como una
linea porosaalos lados del pez.

Sistema musculoesquelético

Los peces cebra son peces 6seos con un esqueleto axial que
incluye el craneo, la columna, diez pares de costillas y las cinturas
pectoral y pélvica. En cuanto a las aletas, poseen dos pares
pectorales, dos pélvicas, una dorsal, unaanal y otra caudal.
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La histologia del sistema 6seo es muy similar a la de los
mamiferos, aunque no existe hematopoyesis intramedular. La
mayoria de los huesos tienen una osificacion endocondral,
excepto el crdneo, cuya osificacion es de tipo membranoso.

En general, contienen pocos osteocitos o incluso, hay huecos
acelulares, aunque si poseen osteoblastos, encargados de la
sintesis de la matriz 6sea, y osteoclastos multinucleares,
encargados de lareabsorcion.

En cuanto al cartilago, como en los mamiferos, es de tipo
hialino, fibrocartilago o elastico y sirve para, junto con los huesos,
proporcionar firmeza al pez. Estd formado por los condrocitos
embebidos en la matriz extracelular de coldgeno, proteoglicanos
yglicoproteinas.

El musculo esquelético esta integrado por fibras musculares
estriadas que se unen para formar miémeros, que es la unidad
funcional. Entre éstos, aparece tejido conjuntivo formando
mioseptos y que divide al musculo en 4 cuadrantes, mediante
septos verticales y horizontales. Contienen a su vez los vasos
sanguineos.

Desde un punto de vista funcional, hay dos tipos de musculo
esquelético, sélo distinguibles mediante microscopia electrénica
0 marcaje histoquimico. Son el musculo blanco y el rojo que se
diferencian en lavascularizacidny el contenido de mioglobina.

Elmusculo blanco forma la mayor parte de la musculatura del
tronco y se caracteriza por tener fibras de mayor didmetro y
contraccion rapida y en anaerobiosis. Contiene menos vasos, con
menos mioglobina (de ahi su color) y pocas mitocondrias. Es un
musculo que se fatiga rdpidamente y es usado para movimientos
cortosyrapidos.

El musculo rojo, por el contrario, se caracteriza por tener
mayor nimero de vasos y una mayor concentracion de
mioglobina y mitocondrias. Tiene forma de flecha y se localiza en
forma de bandas en las zonas laterales. Las fibras musculares (ver
Figura 2) son de menor tamafo, se contraen lentamente de forma
aerobiay sonresistentes a la fatiga, para movimientos de natacion
continua. Desde el punto de vista practico, es una zona mas
adecuada para hacer inyecciones ya que contiene mayor niimero
devasos.
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Figura 2.-Sistema musculoesquelético del pez cebra (panordmica, 2x).
A.Musculo esquelético (detalle, 20x). B. Vértebras (detalle, 10x).

Sistema cardiovascular

Estd constituido por el corazén y los vasos sanguineos y
linfaticos.

En los peces, el corazon (ver Figura 3) estd situado en la parte
anterior de la cavidad corporal y central al eséfago. Estd formado
por 2 camaras con 4 compartimentos y la pared posee un
pericardio externo, un miocardio con capacidad de regeneracion
y un endocardio similar a la tunica intima vascular, formado por
una capa de células endoteliales. Externamente, el corazon esta
rodeado por el epicardio, de tejido fibroso, que permite la
contraccion del érgano al estar relleno del liquido pericardico.

Los cuatro compartimentos del corazén del pez cebra son:

- Seno venoso: Similar a la vena cava craneal. A través de una
valvula seno-auricular se comunica con la auricula. La sangre
venosa entra dentro de este seno, cuyas paredes son
delgadas y estan formadas principalmente por un tejido
conjuntivo de colageno.

- Auricula: Estd formada por una pared muscular que
constituye el miocardio y por finas trabéculas que forman una
red hacia la luz. La contraccion de la auricula y la dilatacion del
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ventriculo permiten el paso de la sangre a través de la vélvula
atrio-ventricular.

- Ventriculo: Posee una pared mucho mas gruesa que la
auricula, formada por una capa compacta de musculo en la
parte mds externa y una mas esponjosa en la interna, con
numerosas trabéculas. Al contraerse, provoca un aumento de
la presion, enviando la sangre hacia el bulbo arterioso a través
delavélvula ventriculo-bulbal.

- Bulbo arterioso: Vuelve a tener una pared gruesa formada por
un tejido fibroeldstico y algunas fibras musculares. Esta
elasticidad le permite distenderse cuando el ventriculo envia
la sangre. Su recuperacion gradual permite mantener
constante el flujo de sangre hacia las branquias evitando
danar la delicada vasculatura de éstas. La parte interna esta
cubierta por el endocardio. No posee valvulas. Desde el bulbo
arterioso la sangre se distribuye, a través de la aorta ventral y
las arterias branquiales aferentes, hacia las branquias.

En la pared de las venas y arterias se distinguen tres capas
como en los mamiferos: intima, tunica media y adventicia. Las
arterias se clasifican en eldsticas, las mds cercanas al corazén y con
una capa rica en elastina (arteria aorta central y arterias
branquiales) y musculares, donde la tinica media es mas rica en
fibras musculares lisas. Las venas son similares a las de los
mamiferos, aunque mas finas y con menos musculo liso en su
pared. Los capilares son mas permeables, pudiendo ser continuos,

Imagen suministrada por la autorfa

Figura 3.-Corazén del pez cebra (panoramica, 2x). A. Auricula (detalle,
20x). B.Ventriculo (detalle, 20x).
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como los presentes en los musculos o la retina o fenestrados,
comolos glomerulares.

El sistema portal hepédtico lleva sangre venosa desde el
intestino al higado, formando parte de la circulacion
enterohepatica. Por otro lado, el sistema portal renal conduce la
sangre venosa desde la musculatura de la parte caudal del animal
al rindn, lo que debe considerarse en el caso de hacer inyecciones
enlos musculos de la parte posterior del animal.

Sangre periférica y tejido hematopoyético

A diferencia de los mamiferos, los peces cebra carecen de
médula 6sea. La hematopoyesis se realiza en el estroma del bazo
y, sobre todo, en el intersticio renal, en el caso de los adultos.

En la sangre circulante encontramos eritrocitos con una
morfologia oval y nucleada. Transportan el oxigeno y, en menor
medida, el didxido de carbono y usan el metabolismo aerobio
para crear ATP. También las plaquetas son nucleadas y participan,
como en los mamiferos, en la coagulacion. Dentro de los
leucocitos, encontramos los mismos tipos que en los mamiferos
con el mismo papel de defensa contra las infecciones y sustancias
extranas. Los heterofilos presentan una morfologia similar a los
neutrofilos de los mamiferos, con el citoplasma palido y el nicleo
segmentado. Sin embargo, los eosindfilos son diferentes, con un
citoplasma eosinofilo y un nucleo no segmentado localizado enla
periferia de la célula. Su funcién no esta clara y parece ser una
combinacion entre los eosindfilos y los mastocitos de los
mamiferos. Los monocitos son similares a los de los mamiferos y
se transforman en macréfagos, que son mas evidentes en tejidos
como el rifdén o el bazo. Pasan entonces a ser células con
citoplasmas vacuolizados, que contienen material fagocitado,
incluidos pigmentos y restos de células. También tienen linfocitos
B y T, suponiendo entre el 70-90% de la poblacion de leucocitos
del pez cebra.

Rinon como sistema hematopoyético

El rifdn (ver Figura 4) del pez cebra actiia de manera similar a
la médula 6sea de los mamiferos. En la parte mas craneal, en el
intersticio renal, aparece un sistema reticular de fibras que forman
un soporte para el desarrollo de las células hematopoyéticas y su
maduracion. A través de las células endoteliales de los vasos, las
células sanguineas son filtradas y transportadas a la vena porta
renal, desde donde pasan a la circulacion general. Cuando se
produce un proceso inflamatorio, aparecen numerosos
precursores de linfocitos en este intersticio renal.




Tinciones y tejidos

£ o e
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Figura4.-Rifon (panoramica, 2x). A y B. Zona de hematopoyesis en el
intersticio renal (detalle, 20x y 40x, respectivamente).

Bazo

Como otros peces teledsteos, los peces cebra carecen de
ganglios linfaticos y son el bazo y el rifdn los encargados de la
filtracion y eliminacién de sustancias extranas y células
sanguineas envejecidas.

El bazo (ver Figura 5) es un érgano de color rojo situado en la
parte izquierda del abdomen debajo de la vejiga natatoria.
Presenta una fina capsula y en el parénquima encontramos dos
tipos de pulpa: roja y blanca. La pulpa roja contiene eritrocitos,
trombocitos y unas formaciones elipsoidales integradas por
arterias rodeadas de macréfagos y células reticulares. La pulpa
blanca esta constituida por linfocitos alrededor de arterias
esplénicas; en ella también se pueden observar macréfagos con
pigmentos, cuya concentracion puede aumentar en el caso de
animales estresados o con algun proceso patologico.

Las formaciones elipsoidales juegan un papel importante en
el sistema inmunitario ya que bacterias o cuerpos extrafos
pueden verse atrapados en ellas siendo posteriormente
eliminados por los macrofagos.
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Figura 5.-En la imagen superior se abserva la localizacion del bazo en el
pez cebra (2x). En laimagen inferior izquierda se puede apreciar
el aumento de la region recuadrada que muestra un detalle del

bazo (10x). En la imagen inferior derecha se aprecia
detalladamente la sangre periférica (100x).

Timo

Es un 6rgano par localizado en la zona dorsal a las branguias
(ver Figura 6), que no suele involucionar y que esta formado por
una serie de trabéculas sobre las que se asientan los timocitos y
otras células del sistema inmune, sobre todo macrofagos. No se
distinguen como en mamiferos una parte cortical y otra medular,
pero su funcion es similar, con la maduracion y diferenciacion de
los linfocitos antes de salirala sangre periférica.

Figura 6.-En laimagen de la izquierda se aprecia la region craneal del pez
cebra en la que se senala la localizacion del timo (panoramica,
2x). En la imagen de la derecha se observa un aumento de la
regién recuadrada (40x).
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Sistemarespiratorio

Las branquias (ver Figura 7) son los érganos de intercambio de
oxigeno en el pez cebra. Son bilaterales y cada cavidad contiene 4
grupos de arcos branquiales de naturaleza cartilaginosa. El agua
pasa desde la boca hacia las branquias y sale a través de los
opérculos, fluyendo gracias a las expansiones y contracciones de
estas dos cavidades.

La sangre, por su parte, llega a través de las arterias aferentes
desde la aorta ventral hasta las lamelas primarias y de alli a los
espacios vasculares de las lamelas secundarias, que se ramifican a
partirde las primarias y donde se realiza el intercambio de CO,por
oxigeno.

La lamela primaria tiene una parte central cartilaginosa que
sostiene los vasos aferentes y eferentes, recubierta por un epitelio
clbico. Las lamelas secundarias estan formadas por una capa de
células epiteliales junto con capilares sanguineos (para realizar el
intercambio gaseoso), las células de soporte de los vasos (pillar
cells) y otras células secretoras de moco o acido clorhidrico. La
sangre oxigenada sale a través de las arterias eferentes a la aorta
dorsal y se distribuye a los tejidos.

Imagen suministrada por la autorfa

Figura 7.-Region craneal del pez cebra en la que se sefiala la localizacion
de las branquias. Se pueden observar los cuatro arcos
branquiales (2x). A. Branquias primarias (10x). B. Branquias
secundarias (40x).
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Ademas de la oxigenacién de la sangre, en las branquias se
producen fenémenos de osmorregulacion, equilibrio en el
balance acido-base y excrecién de productos de desecho comoel
nitrégeno.

La gran superficie de exposicién de los capilares al agua hace
que el intercambio gaseoso sea facil, pero también la entrada de
patdégenos o sustancias irritantes por lo que este tejido es muy
sensible aagresiones externas.

Sistemaurinario

El rifdn (ver Figura 8) del pez cebra esté localizado en posicion
retroperitoneal, ventral a la columna vertebral. Esta dividido en
dos partes: una regién anterior, principalmente hematopoyética,
donde se encuentran también algunos érganos endocrinos y
tubulos renales, y una posterior, que contiene la mayor cantidad
detubulosrenalesy sesitta sobre la vejiga natatoria.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.- Localizacion del rifidn en el pez cebra (2x). A. Tlbulos renales
(10x). B. Detalle de un glomérulo renal (40x).

Histolégicamente, carece de la divisién entre corteza y
médula y de las asas de Henle, pero posee nefronas con
glomérulos, tibulos proximales, distales y colectores. Los tibulos
proximales y distales son dificiles de distinguir con Hematoxilina-
Eosina. Los glomérulos renales estan constituidos por capilares
densamente concentrados, dentro de la capsula de Bowman.
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Un ultrafiltrado del plasma pasa desde el glomérulo hasta los
tubulos renales, donde se absorbe hasta el 85% del agua y el 95%
del cloruro sédicofiltrado para concentrar la orinay de aqui pasaa
los tubulos colectores. El uréter se abre directamente al exterior
sin presencia de vejiga. Esta formado por un epitelio cilindrico
ciliado.

Los peces cebra son hipertonicos respecto al medio que los
rodea por lo que deben estar continuamente excretando orina
para evitar que se produzca un edema sistémico.
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PEP ICLAS PROGRAM: Una herramienta para la evaluacion

del diagnostico de muestras para monitorizacion
de patogenos en animales de laboratorio

Sandra Barbosa Pérez
SIAL Serveis Integrats d’Animals de Laboratoril (SIAL)

En todo animalario en que se mantengan y crien roedores, el
sistema de monitorizacion microbiolégico es una herramienta
fundamental. El conocimiento de la situacién sanitaria de las
diferentes dreas del animalarioy su evolucién alo largo del tiempo
aseguraran la reproducibilidad de los experimentos con los
animales sujetos a estudioy la calidad de los resultados.

El mayor peso de este sistema de monitorizacién
microbioldgico corre a cargo del propio animalario, que debe
decidir qué status sanitario desea asignar a cada drea de la
instalacion (convencional, barrera SPF, SOPF, unidad de
gnotobidticos, etc.) y disefiar un sistema de monitorizacion que
permita obtener muestras representativas de las diferentes dreas
de manera periddica. Este sistema debe proporcionar resultados
para todos los patégenos que nos interesan, y que, por otro lado,
la frecuencia en la que se realice sea suficiente para implementar
las medidas correctoras en caso necesario y dar continuidad a los
experimentos con la méaxima calidad.

El sistema de monitorizacion estard intimamente ligado a los
protocolos de desinfeccion y mantenimiento de barrera
microbiolégica que se decidan para mantener el status sanitario
en cada caso. Con un buen disefio de este sistema tenemos
muchas posibilidades de salir airosos en nuestro proposito de
mantener nuestro status sanitario deseado.

No obstante, una vez se obtienen las muestras para analisis de
patdgenos, a no ser que se trate de un animalario de cria comercial
en escala, estos analisis seran realizados por un tercero, un
laboratorio de diagndstico en el que deberemos depositar
nuestra confianza y el trabajo realizado en nuestro sistema de
monitorizacion.

En las ultimas décadas, tanto la prevalencia de los patégenos
en animales de laboratorio como las técnicas de deteccion de los
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mismos han variado enormemente. Para la mayoria de los
patogenos, las prevalencias son muy bajas y la sensibilidad y
especificidad de las técnicas han mejorado mucho. En concreto,
las técnicas de diagnéstico molecular permiten evaluar de
manera muy sensible cantidades infimas de material genético en
las muestras. Estas pueden derivar de tejidos animales o bien de
hisopos impregnados, o incluso —y cada vez mas
frecuentemente— de particulas provenientes de los sistemas de
confinamiento primario o secundario de los roedores.

No obstante, esta baja prevalencia hace que,
independientemente de los propios controles internos de los test
de diagnostico, no haya variedad de muestras de referencia con
las que los laboratorios puedan evaluar su capacidad diagnéstica.

Por esta necesidad surgié hace unos afos a través del
International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS) el
Performance Evaluation Program (PEP).

{Quéesel ICLAS-PEP?

Es un programa disefado para permitir a los laboratorios de
diagndstico animal monitorizar su capacidad de diagnéstico y
perfeccionarla mediante un proceso de auto-evaluacion.

Este programa se cre6 en 2007 y, actualmente, cuenta con
mas de 25 laboratorios participantes, distribuidos a lo largo de
varios continentes. Cualquier laboratorio de diagnéstico puede
participar, dado que no hay requerimientos especificos para
entrar en el programa. La participacion sélo implica el pago de
una cuota para cubrir los gastos de generacion de las muestras y
el servicio de mensajeria.
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Laboratorios Participantes

Los laboratorios participantes reciben muestras,
primordialmente, de roedor (ver Tabla 1) que han sido generadas
y estandarizadas por los Laboratorios Principales (Network
Laboratories).

Tabla 1.- Biblioteca de muestras utilizadas en el Performance Evaluation

Program.
Sera Micro  Sera  Micro

Blank v v
MPV (Mouse Parvovirus) v v
RPV (Rat Parvovirus) v v
KRV (Kilham Rat Virus) L4
RMV (Rat Minute Virus) v v
Toolan’s Virus H1 v v
MVM (Minute Virus of Mice) v v
MHV (Mouse Hepatitis Virus) v v
SDAV (Sialodacryoadenitis Virus) v v
LCMV (Lymphocytic choriomeningitis virus) v v
Ectromelia Virus v v
Theiler's Murine Encephalomyelitis Virus v v
GD7
RTV (Rat Theilovirus) v
Hantaan Virus v
PVM (Pneumonia virus of mice) v v
Sendai Virus v v v v
MNV (Murine Norovirus) v
Adenovirus Type 1 (FL) '
Mouse Reovirus 3 v
Polyoma Virus ¥
Puumala Virus v
MCMV ( Mouse Cytomegalovirus) v
Mycoplasma pulmonis v v v v
Pasteurella pneumotropica v
Pasteurella multocida v v
Bordetella bronchiseptica v
CAR Bacillus v v
Bordetella hinzii v
Streptococcus pneumoniae v
Klebsiella pneumoniae v

Imagen suministrada por la autoria
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...Continuacion

Micro  Sera  Micro

Agent

Streptococcus agalactiae

Actinobacillus muris v v
Stenotrophomonas maltophila v

Serratia marcensens i

Aeromonas hydrophila v
Streptobacillus moniliformis

Salmonella spp. v W

Salmonella choleraesuis

<
<

Klebsiella oxytoca

EDIM (Mouse Rotavirus) b
Helicobacter spp.

Helicobacter hepaticus

Helicobacter rodentium

Citrobacter rodentium

Citrobacter freundii

Clostridium piliforme v

< B < o

Enterobacter cloacae
Cellulesimicrobium cellulans
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus sciuri
Staphylacoccus aureus

Pseudomona aeruginosa

VEE VEE S BN

Proteus mirabilis
Yersinia pseudotuberculosis
Caorynebacterium kutscheri v

<

Corynebacterium bovis
Pneumocystis murina v

Pneumocystis carinii v
Encephalitozoon cuniculi v v
Trichomonas spp. v v

Entamoeba spp. v v

Imagen suministrada por la autoria

A los diferentes laboratorios participantes se les envia, en
primera instancia, una lista con la naturaleza de las muestras que
recibird y alguna informacién adicional que se considera
necesaria para proceder de manera correcta a la hora de aplicar el
método diagndstico mas acertado. Consecutivamente, se hacen
llegar las muestras.

Después de un tiempo suficiente para que los laboratorios
participantes analicen las muestras suministradas, éstos reciben
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una plantilla de “Resultados Esperados” que contiene los detalles
de los agentes infecciosos contenidos en cada una de las
muestras. La comparativa entre los resultados obtenidos y los
esperados permite a los laboratorios participantes auto-
evaluarse, lo que les puede guiar en la mejora de sus protocolos y
técnicas de diagnéstico.

Durante el proceso de analisis de muestras, los laboratorios
participantes pueden solicitar asistencia si se encuentran con
algun problema inesperado. Cada ano, al finalizar los analisis de
todos los laboratorios y conocerse los resultados esperados, se
envia un informe anonimizado en el que se recogen los
problemas encontrados por los diferentes laboratorios
participantes y los consejos recomendados por el programa.

Modalidades

Existen tres modalidades diferentes de aplicar en el programa:

1. Programa de muestras de Serologia: comprende 10
muestras anuales de serologia.

2. Programa de muestras de Microbiologia: comprende 10
muestras anuales de microbiologia, susceptibles de ser
testadas por técnicas de cultivo tradicional o técnicas
moleculares,

3. Programa de muestras de Serologia + Microbiologia:
comprende 20 muestras anuales, 10 serologia + 10
microbiologia.

Laboratorios Principales, generacion de muestras y control
decalidad

Todas las muestras son generadas bajo estrictas condicionesy
se caracterizan de manera rigurosa. Los agentes infecciosos son
obtenidos de fuentes conocidas y se secuencian para confirmar su
identidad. Los animales de experimentacion son inoculados con
los agentes infecciosos, y el suero y tejidos relevantes son
colectados y alicuotados para ser usados como muestras
estandarizadas. Estas muestras estandarizadas se evaltan por
otros dos laboratorios principales (ver Tabla 2) para confirmar su
calidad antes de que sean introducidas en el programa.
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Tabla 2.- Lista de Laboratorios Principales.

Laboratorios Princinales Responsable

Central Institute for Experimental Animals ( CIEA), Japan Naoko Kagiyama
Charles River Laboratories (RADS), USA William Shek
G CancerR h Center, Ge y Katja Schmidt
QM Diagnostics, Radboud University Medical Center, The Wieke de Bruin
Netherlands
IDEXX Laboratories, USA Matthew Myles

Cerberus Sciences, Australia Bob Stevenson

Laboratorio de Distribucién de Muestras

Veterinary Faculty, Uni Auto de Barcel Spain Patri Vergara

Imagen suministrada por la autoria

Los criterios generales de aceptacion se basan en la pureza de
las muestras. Los sueros deben ser seropositivos sélo a los
patégenos inoculados previamente y la reaccion debe ser de
moderada a alta segun los ensayos estandar. Las muestras de
microbiologia deben estar libres de patégenos extranos y deben
serfacilmente detectables ala concentracion estandarizada.

Programa de Monitorizacion de Calidad Genética

En los ultimos afos también se ha puesto en marcha desde
ICLAS un Programa de Referencia para Monitorizacion Genética
llamado ICLAS GEN Reference Program. En este programa se
obtienen muestras de ADN de las cepas de roedor mas
comunmente usadas y se distribuyen para que las instituciones
de investigacion que quieran adherirse al programa comprueben
si las cepas que ellos han desarrollado son representativas o no
delfondo genético asumido. El funcionamiento de este programa
esmuy parecido al del PEP-ICLAS Program.
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Oh My God &?on los mutantes inducidos

Organismos Modificados Geneéticamente?

Jesuis Martinez Palacio
Titulado Superior en Prevencion de Riesgos Laborales

Aprovecho hoy un articulo de Angela Bernardo en
Hypertextual para comentar la reciente “posicion” del Abogado
General del Tribunal de Justicia de la Unién Europea (TJUE), Michal
Bobek, sobre los Organismos Modificados Genéticamente (OMG)
obtenidos mediante mutagénesis

Amododeintroduccion

La Directiva 2001/18/CE, conocida como “Directiva OMG’,
regula la liberaciéon intencional en el medio ambiente de
organismos modificados genéticamente y su comercializacién en
el mercado de la Unién. En particular, los organismos objeto de
dicha Directiva deben ser autorizados tras la realizacion de una
evaluacién de los riesgos para el medio ambiente. También estadn
sujetos a obligaciones de trazabilidad, etiquetado y seguimiento.

El articulo 3, apartado 1, en relacion con el anexo | B, establece
que la Directiva OMG no se aplicara a los organismos obtenidos
mediante determinadas técnicas de modificacién genética, como
la mutagénesis (en un principio legal denominado, “exencién de la
mutagénesis”).

La mutagénesis consiste en la alteracién del genoma de una
especie viva. A diferencia de la transgénesis, no implica —en
principio-insertar ADN extrafio en un organismo vivo. Las técnicas
de mutagénesis han evolucionado con el tiempo como resultado
del progreso cientifico en el d@mbito de la biotecnologia.

En opinidn de la Confédération Paysanne y otros, algunas
técnicas desarrolladas recientemente (edicion génica, frente a los
mutagenos clasicos —quimicos y radiaciones-) presentan riesgos
para la salud y el medio ambiente. En consecuencia, han
interpuesto un procedimiento ante este érgano jurisdiccional
(Asunto C-528/16), en el marco del cual solicitan la anulacion de
una disposicion nacional que exime a los organismos obtenidos
mediante mutagénesis de las obligaciones que se aplican a los
OMG.
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En este contexto, se insta al Tribunal de Justicia a que aclare el
alcance exacto de la Directiva OMG; en particular, el ambito, el
fundamento y los efectos de la exencion de la mutagénesis v,
eventualmente, que aprecie su validez. Con caracter mas general,
se solicita al Tribunal de Justicia que considere el factor tiempo;
mas concretamente, el papel que deben desempenar el transcurso
del tiempo y la evolucién de los conocimientos técnicos y
cientificos, tanto en relaciéon con la interpretacién como con la
apreciacion de la validez de la normativa de la Unién, a la luz del
principio de cautela.

Aungue esta “posicion” no es vinculante, es probable que las
decisiones judiciales que se tomen a partir de ahora tengan en
cuenta este documento.

La“posicion”

Los organismos desarrollados por mutagénesis, incluida la
edicion gendmica, pueden ser considerados como organismas
modificados genéticamente alaluz de la normativa europea.

En este sentido, a su juicio, si deben ser considerados como
OMG si cumplen con los criterios de la normativa, que establece
como tal al“organismo, con excepcion de los seres humanos, cuyo
material genético haya sido modificado de una manera que no se
produce naturalmente en el apareamiento ni en la recombinacion
natural”.

Segun Michal Bobek, es preciso diferenciar la transgénesis,
que no se menciona expresamente en la Directiva, que define
como “una técnica de ingenieria genética que consiste en insertar
uno o varios genes de una especie, en el genoma de otra especie’,
de la mutagénesis, que “no implica insertar ADN extrafio en un
organismo vivo”pero que si“supone una alteracion del genoma de
unaespecie viva”
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En este segundo caso, las técnicas relacionadas con
mutagénesis de forma tradicional incluian la exposicion a
radiacién ionizante o agentes quimicos. Con el paso del tiempo, los
cientificos han logrado desarrollar métodos de mutagénesis
dirigida, que no implican la introduccién de ADN de otro ser vivo
(como la transgénesis); mucho mas especificos, gracias a lallegada
de sistemas como CRISPR-Cas9 o la utilizacion de las nucleasas de
dedos de zinc, o nucleasas tipo activadores de la transcripcion
(ZFN y TALEN, por sus siglas en inglés). La normativa comunitaria
establece ademas diversos casos de exencion de mutagénesis en
los que no se tendrian que aplicar las medidas previstas de
precaucién, evaluacion deimpactoy trazabilidad de los OMG.

Michal Bobek le quita la razén a los demandantes al afirmar
que los organismos obtenidos por mutagénesis como los editados
mediante CRISPR-Cas, pueden encajar dentro de dichas
excepciones siempre y cuando “no entrane el uso de moléculas de
acido nucleico recombinante ni de OMG distintos de los obtenidos
con una o varias de las técnicas relacionadas en el anexo | B”
(mutagénesisy fusion de células).

El Abogado General del TJUE afirma que el “mero temor al
riesgo invocado con caracter vago y abstracto” no es suficiente
para aplicar el principio de precaucion, sino que debe haber
evidencia cientifica al respecto.

Los demandantes ademés hablaban de un “riesgo de dafio
significativo”contra el medio ambiente y la salud humanay animal
por la “acumulacion de moléculas cancerigenas o de
perturbadores endocrinos en las plantas cultivadas”y de “riesgo de
mutaciones espontaneas o fuera del objetivo en otras partes del
genoma”. El Abogado General del TJUE les quita la razén afirmando
que “el conocimiento de los riesgos concretos para la salud o el
medio ambiente en el presente caso es mas bien limitado”.

Otro de los aspectos que comenta el Abogado General es el
famoso principio de precaucion: “La belleza estd en los ojos del
que mira. Parece que ocurre lo mismo con el contenido, el alcancey
la aplicacion potencial del principio de cautela’, critica en su
dictamen. Segun explica, el enfoque judicial sobre como debe
entenderse el principio de cautela”ha sido mucho mas restrictivo
e incluso cauteloso”. “Debe existir, al menos, algun riesgo
perceptible basado en la ciencia. [...] No obstante, deben existir en
cualquier caso datos claros sobre los supuestos riesgos, que han de
sustentarse en unos datos cientificos minimos, procedentes de un
nimero minimo de fuentes nacionales o internacionales distintas,
fiables e independientes. El mero temor al riesgo inducido por la
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novedad o de riesgo invocado con caracter vago y abstracto
cuando no pueda determinarse de forma concluyente que un
elemento nuevo es seguro, no son suficientes para dar lugar a la
aplicaciondel principio de cautela”.

Sobre la posibilidad de que los estados puedan establecer
normas especificas referentes a los organismos desarrollados
mediante mutagénesis, incluyendo las técnicas dirigidas como
CRISPR-Cas, entiende que en principio los paises son libres para
regular los organismos obtenidos mediante mutagénesis siempre
que cumplan con las obligaciones impuestas por el Derecho
europeo. “La Directiva 2001/18 no impide a los Estados miembros
adoptar medidas que regulen la mutagénesis siempre que, al
hacerlo, éstos respeten las obligaciones generales que se derivan
del Derecho de la Union’, sefiala el Abogado General del Tribunal
de Justiciade la Union Europea.

Conclusion

El TIUE darad a conocer su resolucion previsiblemente en
primaverade 2018.

Sera un momento muy esperado, ya que es probable que este
caso pueda marcar el futuro de la edicion gendmica en Europa, tal
y como ocurrio en el pasado con los organismos genéticamente
modificados.

Juristas como el aleman Tade Matthias Spranger y diversas
organizaciones ecologistas apuestan por considerar los productos
fruto de la edicion genémica como OMG, mientras que numerosos
cientificos y empresarios como Arjen van Tunen, director general
de la biotecnologica KeyGene, rechazan esta valoracion.

Pero... ;quéopinastu?

Para saber mds

- http://curia.europa.eu/juris/document/document.jsf?text=&docid=1
98532&pagelndex=0&doclang=ES&mode=req&dir=&occ=first&part
=1&cid=962571

- https://hipertextual.com/2018/01/crispr-cas-edicion-genomica-
abogado-tjue

- https://hipertextual.com/2018/01/edicion-genomica-crispr-cas-2018



www.cldavis.org/cgi-bin/download.cgi?pid=939
https://hipertextual.com/2018/01/crispr-cas-edicion-genomica-abogado-tjue
https://hipertextual.com/2018/01/edicion-genomica-crispr-cas-2018
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Actualizacion de las actividades del laboratorio euroR/?o
de referencia en métodos alternativos (EURL ECVAM)

Beatriz Albella Rodriguez

Vocal del Organo Encargado del Bienestar Animal y Organo Habilitado del Centro

de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnolégicas (CIEMAT)

El pasado 1 de diciembre, el Joint Research Centre (JRC) hizo
publico en su pagina web el ultimo informe del EU Reference
Laboratory for Alternatives to Animal Testing (EURL ECVAM) en el
que se presenta una actualizacion del desarrollo, validacién y
aceptacion regulatoria de métodos alternativos a la utilizaciéon de
animales en experimentacion. La funcion del laboratorio europeo
de referencia ECVAM se basa directamente en el mandato
recibido porla Directiva 2010/63/EU en relacién ala promocion de
la filosofia de las 3Rs: Reemplazo, Reduccion y Refinamiento. En
dichoinforme, se recogen todas las actividades que este centro de
referencia en la Union Europea, en colaboracion con otras
organizaciones comprometidas con el mismo objetivo, ha llevado
a cabo desde la publicacion de su pasado informe en noviembre
de2016.

El presente articulo no pretende ser una traduccion literal de
dicho informe, sino que, basandose en el mismo, se resume,
actualiza y pone en contexto las que, en opinién de esta autora,
son las principales actividades realizadas durante este tiempo en
el EURLECVAM.

Para la ejecucion de su cometido, el EURL ECVAM, ademas de
tener laboratorios propios, colabora con todos los organismos
europeos e internacionales necesarios e implicados en su mismo
entorno de actuacion. Adicionalmente, dispone de 3 érganos de
consultayasesoria:

- European Network of Laboratories for the Validation of
Alternative Methods (EU-NETVAL) es una red de laboratorios
que evalua la fiabilidad y relevancia de los estudios que se
presentan en cuanto a su potencial para reemplazar, reduciro
refinar el uso de animales con propositos cientificos. En la
actualidad hay 37 miembros de 15 paises y la tltima seleccion
se cerrd en septiembre de 2015. Constituyen una red de
laboratorios con una gran experiencia en procedimientos in
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vitro avanzados y sistemas de ensayo y técnicas de medidas
que son consideradas importantes para los objetivos
especificos del EURL ECVAM en relacion a la estrategia de las
3Rs. El primer proyecto de validacion en el que se implicé a
esta red fue la generacion de los datos experimentales en el
método AR-CALUX (explicado mas adelante en este articulo).

- Preliminary Assessment of Regulatory Relevance (PARERE) es
una red trans-sectorial que aconseja al EURL ECVAM en
cuanto a la vision regulatoria de la relevancia e idoneidad de
los métodos alternativos propuestos para validacion.
Interviene en el flujo de informacion entre el EURL ECVAM y
los cuerpos reguladores para identificar dreas que necesitan
una atencion especifica. De esta manera, asesoran en la
priorizacion de los ensayos propuestos para entrar en los
procesos de validacion.

- ECVAM Stakeholder Forum (ESTAF) es un foro que incluye a
interlocutores no pertenecientes al ambito de la regulacion.
Participan 15 organizaciones del mundo de la academia,
industria, sociedad civil y del bienestar animal. Aportan sus
puntos de vista en la relevanciay aplicabilidad de los métodos
propuestos para validacion.

ACTIVIDADES DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN
METODOS ALTERNATIVOS

Como se ha comentado anteriormente, el EURL ECVAM tiene
instalaciones de investigacion y laboratorios especializados que
desarrollan sus actividades en diferentes areas: disruptores
endocrinos, desarrollo de ensayos, sistemas de seleccion de alto
rendimiento (HTS, High Throughput Screening), prediccion de
toxicidad y protocolos de ensayo in vitro bajo los principios de
buenas précticas de laboratorio (GLP, Good Laboratory Practice).

Dentro del programa europeo Horizonte 2020, el EURL
ECVAM participa en proyectos que desarrollan estrategias
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alternativas al uso de animales de experimentacién para la
evaluacion de riesgos de productos quimicos desde diferentes
opticas, evaltian el progreso alcanzado en esta area e identifican
vacios que todavia necesitan investigarse. Ademas de los
proyectos en los que participa, también desarrolla proyectos
internos que intentan dar respuesta a cuestiones muy
directamente implicadas siempre con el mandato que se recoge
enla Directiva 2010/63/EU para este organismo.

En relacidn a los productos cosméticos

En marzo de 2013 entré en vigor en la Unién Europea (UE) la
ultima fase para la eliminaciéon progresiva de los ensayos de
productos cosméticos en animales. En dicha fase se incluyen los
estudios de efectos complejos en la salud humana, como la
toxicidad por administraciones repetidas (incluidas la
sensibilizacion cutanea y la carcinogenicidad), toxicidad para la
funcion reproductora y toxicocinética. Desde entonces, los
ingredientes cosméticos ensayados en animales no pueden ser
comercializados en los paises de la UE. Realmente, la primera
prohibicion de ensayos en animales fue en 2004 para productos
cosméticos y en 2009 para ingredientes para cosméticos,
basandose en la Directiva 76/768/EEC.

Para abordar la falta de conocimiento cientifico necesario
para el desarrollo de métodos alternativos surgié la iniciativa
Safety Evaluation Ultimately Replacing Animal Testing (SEURAT-1)
que comenzdenenerode 2011 conuna planificacién a5 afios, por
lo que se dio por terminado a finales de 2016. Aunque
inicialmente esta iniciativa fue motivada por la industria
cosmeética, fue también relevante en el contexto de la regulacién
Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of Chemicals
(REACH), en el desarrollo de compuestos farmacéuticos y en otros
sectores de la industria. SEURAT-1 fue el primer proyecto
financiado por la UE que abordé el tema de las alternativas al uso
de animales de experimentacion para la prediccion de la toxicidad
sistémica en dosis repetidas.

Con una financiacion de 50 millones de euros del séptimo
Programa Marco Europeo (FP7), SEURAT-1 se organizd en 6
proyectos de investigacion intimamente ligados y en
cooperacion continua que implicaron a unos 70 grupos de
investigacion (algunos espanoles) de universidades europeas,
centros de investigacion publicos eindustria.

Proyectos parael ensayo de mezclas de productos quimicos

El EURL ECVAM estd participando también en 3 grandes
proyectos de investigacion iniciados recientemente en el drea de

58

la mezcla de productos quimicos en el marco de Horizonte 2020.
Estos proyectos abordan la evaluacion del riesgo de la exposicion
a mezclas de quimicos desde diferentes perspectivas, para
evaluar el progreso alcanzado e identificar la informacion que
todavia falta por obtener.

EuroMix empezé en 2015 y su objetivo es desarrollar una
estrategia experimental para la evaluacion del riesgo de mezclas
de diferentes quimicos derivados de multiples origenes. Entre
otras cosas, se estdn desarrollando herramientas in silico e in vitro
que se estan verificando por comparacién con ensayos in vivo,
enfocdndose en 3 pardmetros: toxicidad hepdtica, disrupcion
hormonal y toxicidad en el desarrollo. Este proyecto tiene 22
participantes, incluyendo participacion espanola, y una
cofinanciacién de 8 millones de euros.

EDC-MixRisk también comenzé en 2015y se dirige ala mejora
de la evaluacion del riesgo de mezclas de compuestos disruptivos
para el sistema endocrino mediante la integracion de la biologia
experimental y de la epidemiologia. Se centran en mejorar la
comprension de los mecanismos que subyacen en el efecto de
mezclas de compuestos quimicos en 3 campos de la salud:
crecimiento y metabolismo, neurodesarrollo y desarrollo sexual.
Su principal objetivo es promover el uso de productos quimicos
mas seguros en las futuras generaciones.

EU-ToxRisk se inicié en enero de 2016 con 30 millones de
euros financiados en el marco de Horizonte 2020 para un
abordaje integral e innovador de la toxicidad y seguridad de
medicamentos y productos quimicos, a través de métodos mds
eficientes y sin animales. Pretende integrar avances en biologia
celular, en las llamadas tecnologias “émicas’, biologia de sistemas
y modelizacion computacional, con el objetivo de definir las
complejas interacciones entre la exposicion quimica y los efectos
toxicos que produce. El objetivo final es proporcionar una prueba
de concepto para una nueva estrategia de evaluacion de la
seguridad de compuestos quimicos, centrandose en la toxicidad
sistémica por dosis repetida de tdxicos, asi como la toxicidad que
afectaal desarrolloy reproduccién del ser humano.

Estd organizado como un consorcio internacional formado
por 39 organizaciones (2 de ellas espanolas) que incluyen
academia, pequenas y medianas empresas, grandes industrias,
CROs y administracion, con una duracién de 6 afos y un
presupuesto de 30 millones de euros financiados en el marco de
Horizonte 2020. EU-ToxRisk es, de alguna manera, la continuacion
del proyecto SEURAT-1, del que recibid el relevo en un workshop
auspiciado por el EURL ECVAM en noviembre de 2016.
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En este proyecto hay una estrecha colaboracién con Estados
Unidos a través de su programa Toxicology in the 21st Century
(Tox21), colaboracion federal que incluye varios centros del pais
que trabajan para desarrollar métodos rapidos y eficientes para
ensayar la toxicidad de compuestos quimicos en el cuerpo
humano. Esta colaboracion se materializa a través del EURL
ECVAM.

El proyecto Science and policy for a healthy future (HBM4EU)
comenzo a finales de 2016 con la participacion de 26 paises. Su
principal objetivo es coordinar y monitorizar los avances para
suministrar mejores datos de la actual exposicién de los
ciudadanos a los productos quimicos y sus posibles efectos en la
salud, para dar apoyo a la toma de decisiones en las politicas que
abordan estos temas. Este proyecto hace posible una
colaboraciéon muy novedosa entre los cientificos y los asesores y
directivos que trabajan con la evaluacién del riesgo quimico.

Proyecto VAC2VAC

En este proyecto estan implicados 21 participantes
procedentes tanto de entidades publicas como privadas. Incluye
a expertos de la industria de la vacuna, laboratorios de control de
medicamentos, instituciones académicas y organismos de
investigacion traslacionales. Empezd en marzode 2016 y se centra
en el uso de una aproximacion consistente para el control de
calidad de las vacunas tanto para uso en humanos como de uso
veterinario. En la actualidad, dichos controles se hacen mediante
ensayos in vivo y se pretende desarrollar, optimizar y evaluar
métodos alternativos sin el uso de animales de experimentacion.
Pretenden desarrollar, optimizar y evaluar métodos
fisicoquimicos e inmunoquimicos, ensayos celulares y otros
métodos utilizados para ensayar la calidad, eficacia y seguridad de
los lotes de vacunas.

El desarrollo del proyecto se lleva a cabo en colaboracién y
consultando a las agencias de regulacién. Su objetivo final es
desarrollar ensayos y aproximaciones que puedan llegar a ser
admitidos en regulacién y reducir significativamente el uso de
animales en el chequeo rutinario en el proceso de produccion de
vacunas.

Toxicidad en medioambiente

La evaluacion de la toxicidad en agua es un importante
componente de cualquier evaluacién de riesgo y peligro
medioambiental de los productos quimicos. La toxicidad acudtica
se determina normalmente mediante el ensayo en organismos
representativos de 3 niveles tréficos: plantas (o algas),
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invertebrados (crustaceos del género Daphnia) y vertebrados
(peces). Mientras que el ensayo de toxicidad aguda acuatica es un
requerimiento basico en la mayoria de la legislacion europea de
productos quimicos, la toxicidad cronica sélo se requiere en
algunos casos como, por ejemplo, cuando se espera una
exposicion a largo plazo del producto quimico en cuestion. Por
otro lado, la legislacion europea de proteccién a los animales
utilizados con propésitos cientificos indica que se debe de
considerar toda la informacién disponible antes de hacer ensayos
en cualquier vertebrado, incluidos los peces.

En la actualidad, |a toxicidad crénica en peces se ensaya con el
test Fish Early Life-Stage (FELS), que esta aceptado por las agencias
reguladoras como parte de la evaluacion de riesgo ambiental de
potenciales toxicos (OECD TG 210, 2013a). Hay varios grupos de
investigacion trabajando en la identificacion y descripcion de
rutas potencialmente adversas que puedan ser relevantes en la
determinacion de la toxicidad crénica en peces. El EURL ECVAM
participa en diferentes grupos de trabajo encaminados al
desarrollo de alternativas a la utilizacion de este tipo de prueba
como, por ejemplo, el constituido hace 2 afos, auspiciado por el
ILSI Health and Environmental Science Institute. Estan trabajando
enrecogida, control de calidad, caracterizacién y andlisis de datos,
asi como en el desarrollo y aplicacion de los conceptos eco-TTC
que se basan en el bien establecido concepto de umbral de
preocupacion toxicolégica (TTC, Threshold of Toxicological
Concern), que establece un nivel de exposicién a los quimicos por
debajo del cual no se espera un riesgo apreciable para la salud
humana.

Por otra parte, el EURL ECVAM también estd estudiando la
posibilidad de que extrapolaciones de datos existentes
interespecies, basandose en posibles relaciones que tengan en
cuenta los diferentes mecanismos de accién, puedan ser
cientificamente Utiles para abordar la toxicidad crénica en peces.
De este modo, han detectado que extrapolaciones interespecies
basadas en invertebrados (género Daphnia) podrian aportar
pruebas para evitar la utilizacion del ensayo de toxicidad crénica
en peces. También hay en desarrollo otra base de datos, iniciada
en 2016, que se quiere hacer publicaalolargode 2018y pondra a
disposicion datos de calidad sobre biotransformacion in vivo e in
vitro, de gran utilidad para el desarrollo de modelos de prediccion.

PRESENTACION DE METODOS ALTERNATIVOS

Para que un método alternativo entre en el proceso de
validacion del EURL ECVAM, debe ser presentado cumpliendo 2
pasos. En el primero, se presenta lo que se denomina el formulario
Test Presubmission Form (TPF). Con esta informacion se realiza una
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evaluacion preliminar del estado de desarrollo, optimizacion y/o
validacién del método y su potencial relevancia en la filosofia de
las 3Rs. En el sequndo paso, se presenta el denominado formulario
Test Submission Template (TST), que recoge informacién mas
detallada sobre el método en cuestion. Posteriormente, el EURL
ECVAM toma la decision final de proponer, o no, el método para
entrar en el proceso de validacién y, en funcion de su desarrollo
previo, en qué estadio de dicho proceso puedeincorporarse.

Desde el ultimo informe presentado en octubre de 2016, se
han evaluado 5 nuevas propuestas de métodos alternativos que
se encuentran en diversos estadios del proceso de validacion. En
la pagina web del EURL ECVAM se encuentra disponible un
sistema de rastreo (TSAR, Tracking System for Alternative methods
towards Regulatory acceptance) del progreso de los distintos
métodos alternativos propuestos.

Bioelution

No es un ensayo de toxicidad. Es un ensayo de
bioaccesibilidad de metales, compuestos de metales inorganicos
y materiales que contienen metales, simulando el fluido gastrico.
La base de este ensayo es que la utilizacién de una concentracion
bioaccesible de un metal en una aleacidn parece mas informativa
y relevante para predecir la toxicidad que simplemente usar la
concentracion presente en la aleacion, asumiendo que el ion
metal disuelto es el causante de la toxicidad.

Después de someter este ensayo a un grupo de expertos de
European Chemicals Agency (ECHA) y a PARERE, se considero que
podria ser interesante y tener un uso potencial en el contexto
regulatorio, aunque todavia se tienen dudas sobre como se
podria usar. Por todo ello, se ha solicitado a los proponentes
informacion mas detallada sobre este método.

Toxtracker® Assay

Este ensayo es un método in vitro para detectar genotoxicidad
que incluye también una serie de parametros no genotéxicos
asociados con peligro de carcinogenicidad en humanos. Se
propone como un ensayo adicional para evaluar la genotoxicidad
de forma mas precisa, proporcionando datos sobre mecanismos
de genotoxicidad y reduciendo el nimero de falsos positivos que
obligarian a confirmar los resultados in vivo. Proporciona datos
sobre danoen ADN, estrés celulary oxidativo, y dafo en proteinas.

Este método fue prevalidado y se ha considerado interesante
especialmente por la posibilidad de suministrar datos sobre el
mecanismo de genotoxicidad. Se ha solicitado una propuesta con

informacion mas completa para seguir el procedimiento de una
posible validacion.

SENS-IS

Se trata de un método basado en la reconstruccion de piel
humana para identificar posibles sustancias sensibilizantes,
pudiendo discriminar entre sensibilizadores, no sensibilizadores
e irritantes. Esta clasificacion se obtiene del andlisis de la
expresion de un panel de 65 genes. Ademas, permite la
clasificacion en categorias de potencia de sensibilizacion en
funcién de la concentracién de producto que se necesita para
inducirunarespuesta positiva.

El sistema que utiliza es EpiSkin'™, disponible
comercialmente, que reconstruye la epidermis en 3D y se obtiene
cultivando queratinocitos humanos adultos en un sustrato de
coladgeno que permite su diferenciacion terminal y la
reconstruccion de una epidermis con una capa cérnea funcional.
Los proponentes de este ensayo defienden que este modelo tiene
en cuenta el metabolismo de la piel y los procesos de penetracion
del producto en la misma, por lo que se podria utilizar con pre y
pro-haptenos, sélidos y liquidos. Este método ya ha sido evaluado
y en la actualidad estd cualificado para entrar en la fase de
validacion.

EDITOX

Este método se ha propuesto para estudios de riesgo de
induccién de efectos secundarios adversos psiquiatricos, como la
depresion y/o tendencia al suicidio. Analiza cuantitativamente las
variaciones de la proporcion relativa de las isoformas editadas del
ARNm 32 del receptor de la serotonina (5-HT2cR), utilizando una
linea celular de neuroblastoma humano (SH-SY5Y).

Teniendo en cuenta que este método se basa en un uUnico
modo de accidn, no se espera que reemplace por sisolo un ensayo
in vivo para los efectos adversos propuestos. Se ha solicitado al
proponente una revision de otros posibles modos de accién de
farmacos y productos quimicos con riesgo de causar depresion
y/o tendencia al suicidio y los ensayos in vitro disponibles para
estudiar esos modos de accion, centrandose en su relacion con los
métodos invivo actualmente disponibles.

Biomarcadores yH2AX/pH3

En este método se proponen 2 biomarcadores para detectar
eventos tempranos en respuesta a dafio en la molécula de ADN y
discriminar dafio cromosomico estructural y numérico. Un
aumento en los niveles de fosforilacién de yH2AX en la serina 139
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mide la captacién de la maquinaria de reparacion del ADN en las
zonas de rotura de la doble cadena. El sequndo biomarcador es la
inducciéon de la Histona 3 (pH3) que sirve como indicador del
indice mitoticoy del estadio de proliferacion celular.

Este ensayo estd propuesto para ser utilizado en la seleccion
temprana de moléculas candidatas antes de su entrada en el
desarrollo del farmaco y para el seguimiento de resultados
positivos dentro de la bateria que se realiza de ensayos in vitro de
genotoxicidad para proporcionar datos sobre mecanismos de
accion. Esta propuesta de método alternativo estd en la
actualidad en las primeras fases de evaluacion.

VALIDACION DE METODOS ALTERNATIVOS

Segun la Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD), la validacion se define como el proceso por
el que se establece la fiabilidad y relevancia de un proceso,
método o aproximacion particular con un proposito definido.
Dado que durante este proceso se genera informacidn empirica
sobre un método en condiciones estandarizadas y controladas, se
puede llegar a aceptar para facilitar y/o acelerar la aceptacion
regulatoria de métodos alternativos. El EURL-ECVAM tiene un
proceso de validacion modular, en médulos independientes, en
los que se puede utilizar también estudios prospectivos,
retrospectivos o una combinacién de ambos. Si el proceso de
validacion concluye con éxito, puede evolucionar hacia su
aceptacion regulatoria mediante la admision formal del método
por las autoridades correspondientes.

En este contexto, la principal funcién del Comité Cientifico
Asesor (ESAC, Scientific Advisory Committee) del EURL ECVAM es
proporcionar revisiones independientes de los estudios de
validacion de métodos alternativos y evaluar su validez cientifica
para un determinado propdsito. Normalmente, lo hacen a través
de grupos de trabajo que, una vez finalizada la revision, plasman
sus consejos en un informe final. Este comité se renueva
periodicamente y, en diciembre de 2016, se abrid el Ultimo
proceso de renovacién que todavia no ha finalizado. Se
presentaron 25 candidatos y se espera que en breve se anuncien
oficialmentelos 9 seleccionados.

Lo dltimos métodos alternativos revisados por el ESAC en
vigor en 2016, junto con sus estudios de validacion, han sido
Ocular Irritection®, SkinEthic™ HCE EIT, U-SENS™, LuSens y epiCS®
SIT. Las revisiones del ESAC estan disponibles en la web del EURL
ECVAM. También se ayudan de EU-NETVAL para la validacién de
los estudios evaluando su fiabilidad y relevancia como método
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alternativo con potencial para reemplazar, reducir o refinar el uso
deanimales con propdsitos cientificos.

A continuacion se recogen otros métodos que estan en sus
ultimas fases del proceso de validacion.

Disruptores endocrinos

Es bien conocida la preocupacion global que existe sobre las
sustancias, naturales o artificiales, que tengan potencial para
interferir con el sistema endocrino. Esto también se refleja en la
preocupacion por el desarrollo de métodos alternativos. En la
actualidad, hay 2 métodos en este proceso.

Uno de los métodos es el AR-CALUX que propone la
utilizacion de una linea celular de osteosarcoma (U2-0S)
transfectada con ADNc del receptor andrégeno humano pSG5-
neo-hAR y un gen “chivato” de expresion de luciferasa. Este
método suministra informacién sobre la actividad androgénica
de una sustancia cuando estas células son expuestas a lamismay
se propone como un método de cribado.

El EURL ECVAM ha realizado una evaluacién experimental del
método llevando a cabo un estudio en condiciones GLP para
refinar el ensayo y establecer los criterios para su transferibilidad,
proporcionado entrenamiento a los laboratorios participantes y
coordinando todas las fases de la validacion. La fase de
transferencia del método a cada uno de los laboratorios
participantes ha concluido con éxito. En la actualidad estan en
marcha las fases de reproducibilidad inter-laboratorios y la de
determinacion de la capacidad predictiva del ensayo.

En el hombre, el principal papel del tiroides en el sistema
endocrino es regular el metabolismo a través de la hormona
tiroidea, extrayendo yodo de la sangre e incorporandolo en esta
hormona. A través de ella se regulan procesos vitales como la
respiracion, el ritmo cardiaco, el sistema nervioso central y
periférico, la fuerza muscular, etc. Algunos productos quimicos
artificiales tienen el potencial de interferir con la funcién de la
hormona tiroidea y otras hormonas relacionadas pudiendo llegar
a causar efectos adversos para la salud en humanos y en otros
organismos. El EURL ECVAM ha identificado 17 ensayos in vitro
como candidatos a ser validados. Una vez estudiada toda la
informacion existente, se ha seleccionado un grupo de ensayos
que cubren los 8 bloques identificados como dianas de los
disruptores del tiroides (excepto los cambios epigenéticos), que
se describen en una revisién de la OECD -
ENV/JM//MONO(2014)23- y que seran objeto de un estudio




In vitro

coordinado de validacion. Este estudio se llevard a cabo en
colaboracion con EU-NETVAL.

Sensibilizadores cutaneos

El ensayo Genomic Allergen Detection (GARD) se basa en la
expresion de transcritos de ARNm para un panel de mas de 200
genes en células MUTZ-3 (linea celular mieloide), que cubren la
reaccion inmune al completo y son relevantes para predecir el
riesgo de producir hipersensibilidad. Se propone para discriminar
productos quimicos que sean, o no, sensibilizadores cutaneos.
Fue inicialmente propuesto para validacion en 2013 pero se
solicitaron modificaciones en relacion al modelo de prediccion. Se
volvié a proponer para su validacion en 2015 y, tras cubrir los
pasos necesarios, en la actualidad esté en proceso de validacion
bajo el paraguas de la OECD. El método ha sido recientemente
desarrollado para describir las 3 potencias sensibilizadoras
recogidas en la regulacion European Classification, Labelling and
Packaging (CLP): 1A (fuerte), 1B (débil) y sin categoria (no
sensibilizador). Utilizando una aproximacion randomizada y 70
muestras, se ha identificado una firma de 52 transcritos con
potencial biomarcador para este proposito.

La empresa promotora de esta validacion, SenzaGen (Lund,
Suecia), hizo publico el 12 de enero de este afio que habia
presentado ya los resultados finales al EURL ECVAM. Estos
resultados muestran, en los 3 laboratorios participantes, un poder
de prediccién sin precedentes del 93,8% para determinar si una
sustancia quimica tiene riesgo de producir alergia. Esperan que el
EURL ECVAM vy la OECD aprueben y recomienden su uso en
regulacion en abrilde 2019.

Genotoxicidad

La piel es el primer lugar de contacto con muchos
compuestos, ademas de los productos de higiene personal y de
cosmética. Normalmente, hay preferencia por el desarrollo de
métodos que usan modelos en 3D de piel y una ruta de exposicion
representativa, que son considerados mas relevantes que los que
utilizan lineas celulares. Cosmetics Europe y la EURL ECVAM han
promovido un proyecto con multiples laboratorios para
desarrollar y validar ensayos de genotoxicidad utilizando
modelos de piel humana en 3D. Como pardmetros de
genotoxicidad se han utilizado la formaciéon de cometas y
microntcleos por su aplicabilidad en células epidermales y el
amplio espectro de dafo en ADN que cubren. Las fases
experimentales de los estudios de validacion han finalizado y se
presentaron los resultados en abril de 2017. Ha habido acuerdo en
que los resultados obtenidos con ambos parametros son
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prometedores pero que no pueden ser utilizados como Unico
método, sino que deberian formar parte de una estrategia de
ensayos alternativos parala genotoxicidad.

Otro ensayo que estd en sus ultimas fases de validacion es la
induccién de micronticleos en huevo de gallina incubado (HET-
MN, Hen's Egg Test for micronucleus induction). Este ensayo
combina el ampliamente aceptado ensayo de “formacion de
nicronucleos” con el complejo modelo de huevos de gallina
incubados. Este modelo estd bien caracterizado y permite la
activacion metabolica, eliminacion y excrecion de xenobiéticos,
incluyendo aquellos que son mutagenos o promutagenos, por lo
que noes necesaria la adicién de 59 al ensayo.

DIFUSION DE LA INFORMACION SOBRE METODOS
ALTERNATIVOS

Es bien reconocida la necesidad de que la informacién sobre
los métodos alternativos esté disponible para todos los colectivos
interesados, no sélo para aquellos que los puedan utilizar, sino
también para aquellos que intervengan en la evaluacion de
proyectos para su conformidad con el principio de las 3Rs en el
marco de la Directiva Europea 2010/63/EU. En este contexto, el
EURL ECVAM tiene disponibles en su pagina web varios servicios
de bases dedatos:

- DataBase service on Alternative Methods to animal
experimentation (DB-ALM-EURL). Proporciona informacion
estandarizada sobre el estado de desarrollo y aplicacion de
los métodos alternativos. Se centra principalmente en
métodos in vitro y aproximaciones no experimentales para
utilizar en evaluaciones de seguridad de productos quimicos
y sus formulaciones. Aparece referenciada en los documentos
oficiales de la OECD y en publicaciones cientificas. Ademas es
recomendada porla ECHA.

- QSAR Model Database. Es una aplicacion de libre acceso que
permite enviar, publicar y buscar resimenes de
descripciones, previamente evaluadas, sobre modelos
Quantitative structure-activity relationship (QSAR).

- TSAR (Tracking System for Alternative Test Methods towards
Regulatory acceptance). Proporciona una mayor visibilidad
del progreso de los métodos alternativos desde su propuesta
para validaciéon hasta su eventual aceptacion por las
autoridades regulatorias. Participa no sélo el EURL ECVAM
sino también todos los miembros del International
Cooperation on Alternative Test Methods (ICATM).

- EURL ECVAM Search Guide. Desarrollada para informar y
ayudar a los usuarios no experimentados de bases de datos a
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encontrar informacion de calidad sobre métodos alternativos
relevantes paraellos.

- EURL ECVAM Genotoxicity and Carcinogenicity Database of
Ames Positive Chemicals. Proporciona informacion, de forma
estructurada y muy depurada, de 726 productos quimicos
positivos para el test de Ames (ensayo biolégico para evaluar
el potencial mutagénico).

- EURL ECVAM Skin Sensitisation Database. Ofrece informacion
de 269 productos quimicos organicos con su
correspondiente dato de sensibilizacion.

- Chemical Lists Information System (ChelLIST). Proporciona
informacion para identificar si un producto quimico ha sido
testado en algun proyecto de investigacidon europeo o
internacional y si aparece en algun inventario regulatorio.

- ChemAgora. Es un portal de informacion quimica que facilita
datos sobre productos quimicos obtenidos de una serie de
repositorios publicos con acceso a otras bases de datos en las
que se puede ampliar lainformacién obtenida.

- Endocrine Active Substances Information System (EASIS). Es
una aplicacion en web abierta al publico para buscar
resultados de estudios cientificos de productos quimicos que
pueden tener efecto en la actividad endocrina en su posible
papel dedisruptores endocrinos.

Todas estas herramientas han demostrado su utilidad por su
gran acogida, medida tanto por su alto nimero de usuarios como,
en algun caso, su recomendacion por organismos regulatorios.
Ademas de estas bases de datos y aplicaciones, el EURL ECVAM
realiza toda una serie de actividades en cuanto a monitoreo del
conocimiento del principio de las 3Rs por parte de la poblacién,
formacién en evaluacion de riesgos utilizando aproximaciones
alternativas y difusion entre los investigadores.

COOPERACION INTERNACIONAL EN METODOS ALTERNATIVOS

Para asegurar que los métodos alternativos lleguen a ser
aceptados por los organismos y agencias reguladoras a nivel
internacional es absolutamente necesario trabajar en estrecha
colaboracion con las mismas. En este contexto, en octubre de
2016, el EURL ECVAM celebré un workshop con ICATM al que
asistieron representantes de 20 autoridades reguladoras no solo
de la UE sino también de Estados Unidos, Canada, Japon, Corea
del Sur, Brasil y China. Inicialmente, se han centrado en los
requerimientos de regulacion necesarios para los estudios de
sensibilizacion cutanea en diferentes aspectos del sector quimico
en los que podrian usarse aproximaciones sin el uso de animales
de experimentacion.
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Como en otras ocasiones, el EURL ECVAM ha participado en
seminarios internacionales para abordar diferentes temas
relacionados con los métodos alternativos. Durante 2016 y en
colaboracion con el National Industrial Chemicals Notification and
Assesment Scheme (NICNAS) de la oficina de seguridad quimica
australiana, se organizaron una serie de seminarios sobre
aproximaciones alternativas para abordar la toxicidad sistémica
que incluyeron temas como la sensibilizacion cutanea, ensayo de
genotoxicidad, fiabilidad y relevancia de los métodos
alternativos, disruptores endocrinos, etc.

El EURL ECVAM participa ademas como observador en la red
de evaluaciéon de riesgo quimico de la Organizacién Mundial de la
Salud (World Health Organisation Chemical Risk Assessment
Network) y contribuye en la red de coordinacion de grupos que
trabajan en los modos de accion y exposiciones combinadas.
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Intubacion endotraqueal a ciegas en conejos

Neus Morera Celda
Consultora y asesora en medicina y cirugia de exéticos freelance

INTRODUCCION

La anatomia de la boca del conejo no permite visualizar la
laringe directamente, por lo que en esta especie la intubacion se
realiza de forma visual con la ayuda de un laringoscopio de hoja
pequena, de un endoscopio rigido, o bien a ciegas. En este trabajo
sevaadescribirlatécnicadeintubacién a ciegas en el conejo.

La intubacion endotraqueal tiene como objetivo colocaren la
traquea un tubo que permita el paso de aire, gases anestésicos, o
sondas hacia el sistema respiratorio inferior. Esta técnica resulta
imprescindible en procedimientos diagnosticos como el lavado
broncoalveolar o la toma de imagenes (TAC, radiografia y RMN)
con el pulmén lleno, pero ademds es de gran ayuda en
procedimientos quirtrgicos largos para el mantenimiento de la
anestesia. En caso de utilizar un protocolo anestésico inyectable,
la intubacion endotraqueal facilita la administracion de oxigeno.
Si por el contrario, el protocolo anestésico es mediante anestesia
inhalatoria, permite la administracion de gas anestésico y reduce
las pérdidas de gases hacia la habitacion, lo que resulta en una
menor exposicion del personal a los mismos, facilita la realizacion
de intervenciones en la cabeza y permite la ventilacién forzada en
caso de apnea por un plano anestésico demasiado superficial o
demasiado profundo.

MATERIAL NECESARIO

- Tubos endotraqueales transparentes de diferentes tamafos,
segun el peso del conejo, con o sin baldn. El balon permite
sellarla trdqueay minimizar la salida de gases, pero dificultala
colocacién a ciegas del tubo especialmente en los animales
mas pequenos ya que le aflade un didmetro extra. Los tubos
mas pequenos, del nimero 2, no suelen llevar balén. La
recomendacion es (verTabla 1):

Tabla 1.- Tubos endotraqueales segun el peso del animal.

TUBO N° PESO CONEJO
2 1a2-2,5kg
2,5 2a4kg
3 >4 kg

- Lubricante hidréfilo.

- Lidocainainyectable.

- Venda para sujetar el tubo
unavez colocado.

PROCEDIMIENTO
Preparacion prequirtrgica

Para poder realizar este procedimiento es necesario aplicar,
previamente, al animal una induccién anestésica, aunque el
reflejo laringeo esté parcialmente conservado. En este caso se
administra una dosis por via intramuscular de medetomidina
(0,05-0,1 mg/kg), ketamina (8-10 mg/kg) y butorfanol (0,5
mg/kg/sc,im).

Técnica

1. Se coloca el conejo en decubito esternal, se sujeta la cabeza
con los dedos en la zona masetera (ver Figura 1) y se le saca la
lengua (se puede mantener estirada con un dedo; ver Figura 2).

Figura 1.- Posicion del conejo en decubito esternal, con la cabeza sujeta
porlazonadelos maseteros.

Imagen suministrada por la autoria
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3. Tras esperar unos segundos para que la lidocaina haga efecto,
se introduce el tubo lubricado con lubricante hidréfilo en
direccion alaglotis (ver Figura 4).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Extraccién y sujecion de lalengua, mientras se abre labocay sin
dejarde sujetarla cabeza.

2. Se aplica 0,05-0,1 ml de lidocaina inyectable en la zona de la
glotis. Para ello se introduce en direccién a la laringe una
jeringa de insulina (sin aguja) y se aprieta el émbolo cuando se
estima que esta delante de la glotis (ver Figura 3). También se
puede depositar la lidocaina en el tubo endotraqueal, para lo
que se introduce en direccién a la glotis y se sopla por el otro
extremo. a) Escuchando por el extremo del tubo se puede notar el aire
asu paso por laglotis. Sino se percibe el aire, la posicién del
tubo noesla correctay hay que recolocarlo.

b) Observando la aparicion de vaho dentro del tubo en cada
espiracién (ver Figura 5). Sino se observa nada, recolocar el
tubo dentro dela cavidad oral y volveraintentar.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.-Introduccién del tubo lubricado.

4. Cuando se haya avanzado hasta el final de la cavidad oral se
puede guiar laintubacién de dos maneras:

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.-Observacion de la salida (A) y ausencia (B) de vaho a través del
tubo, correspondientes a la espiracién y a la inspiracion
respectivamente.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Aplicacién de la lidocaina en la zona de la glotis mediante una
jeringuilladeinsulina (sinaguja).
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5. Mientras se introduce el tubo, la cabeza del conejo puede
dejarse en posicion mas o menos fisioldgica o colocar en
hiperextension para dirigir el tubo hacia la traquea en vez del
esofago (Figura 6).

Imagen suministrada por la autoria

Figura6.-Esquema de la cavidad oral de un conejo. A. En posicion
fisiologica la cavidad oral continta con el esofago (amarillo),
mientras que la epiglotis (verde), cubre la entrada de la traquea
(azul). B. Si se extiende la cabeza, |a cavidad oral se alinea con la
traquea y es mas facil dirigir el tubo hacia lamisma. Notese en la
Figura 6A como el velo del paladar se coloca caudal a la
epiglotis; cuando se sitdia rostralmente a la epiglotis, el tubo no
pasa.

6. En el momento de la inspiraciéon se avanza el tubo hacia
adentro. A veces, si no se ha abolido el reflejo laringeo del todo,
puede producirse una ligera tos.

7. Ademas de la tos, se puede confirmar la correcta posicion del
tubo observando los movimientos del balon de reserva,
colocando pelo en la salida del tubo y observando como se
mueve con la espiracion o poniendo un capnografo.

8. Enese momento sefijaeltubo conunavendaalacabeza.

Problemas que pueden surgir:

a) Aunque el tubo se haya colocado a la entrada de la glotis
(se escuchan ruidos o se ve vaho), en el momento de
avanzar hay algo que lo impide. Puede ser porque el tubo
es demasiado grande, o tiene un balén que aumenta
demasiado su diametro externo, aunque también puede
pasar porque el velo del paladar se haya colocado por
delante de la glotis (en este caso muy poco frecuente, se
escucha un ronquido cuando respira el conejo). En el
primer caso, hay que intentar colocar un tubo mas
pequeno o bien usar un laringoscopio o un endoscopio. En
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el segundo caso, a veces masajeando la parte ventral del
cuelloy tirando suavemente de la lengua el animal hace el
gesto de deglutir y se “desbloquea” el velo del paladar; si
esto no funciona hay que intubar visualizando la glotis
paraapartar el velo del paladar.

b) Aunque el animal parece estar correctamente intubado, la
ventilacién no es buena, parece que le cueste inspirar o no
acaba de alcanzar un plano anestésico adecuado. Puede
que se haya intubado un bronquio. Esto suele ocurrir con
los conejos mas pequeiios ya que el tubo del ndmero 2 (el
mas pequeno) puede ser mds largo que su traquea; en
estos casos conviene recortarlo (siempre por el extremo
que se conectaalaparato de anestesia).

c) Sise maneja el tubo de manera brusca o forzada se puede
danar la glotis provocando un edema.

VENTAJASY DESVENTAJAS

Por un lado, la intubacién permite una administracién de
anestesia inhalatoria mas comoda y segura, tanto para el animal
como para el personal. La intubacién a ciegas no implica el uso de
material adicional o costoso, por lo que cualquier experimentador
lapuede realizar.

Por otro lado, la intubacién requiere un entrenamiento previo
en la técnica ya que pueden surgir problemas como los descritos
anteriormente. No se puede aplicar en todos los conejos, por
ejemplo los de menor tamafno requieren un tratamiento mds
delicado y especifico.

CONCLUSION

La intubacién endotraqueal a ciegas en conejos es una técnica
que, una vez adquirida la destreza necesaria, es muy sencilla, no
implica el uso de instrumental especial y es aplicable a numerosas
especies.
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Un nuevo riesgo identificado

con el uso de

Un estudio presentado en el Congreso Internacional de la
European Respiratory Society en noviembre de 2017 (Italia)

relaciona el uso regular de desinfectantes (comuin en nuestros
animalarios) con un mayor riesgo de Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Crénica (EPOC).

Jestis Martinez Palacio
Titulado Superior en Prevencion de Riesgos Laborales

En el citado congreso, la Doctora Orianne Dumas del Instituto
Nacional de Salud e Investigacion Médica de Francia (INSERM)
senalaba que el uso de lejia y otros desinfectantes comunes una
vez a la semana podria aumentar el riesgo de desarrollar EPOC
entre un 22-32%, segun investigaciones realizadas en Estados
Unidosy Francia.

Un estudio de seguimiento de 30 afos realizado por
cientificos de la Universidad de Harvard y el INSERM analizé la
incidencia de la enfermedad en mas de 55.000 enfermeras en los
Estados Unidos, e identificé un vinculo entre el uso de lejia y
desinfectantes y una mayor incidencia de EPOC. Algunas de las
tareas que involucraban la exposicion frecuente a desinfectantes,
tales como la limpieza de superficies y la presencia de ciertos
productos quimicos especificos en desinfectantes (amonios
cuaternarios), se asociaron con un 22-32% mas de riesgo de
desarrollar EPOC.

Los autores del informe mencionaron que la EPOC es una
enfermedad creciente en todo el mundo.“Se ha convertido en un
importante problema relacionado con el trabajo, pero a menudo
no es bienidentificadoy, porlo tanto, esta sub-diagnosticado”.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica se asocia con
agentes de exposicion ocupacional especificos, incluyendo polvo
de minas de carbdn, amianto, silice, humos de soldadura y corte,
polvo de cemento, humos diésel, pintura en aerosol, disolventes
organicosy posiblementefibras artificiales.

esinfectantes

El uso de desinfectantes se ha asociado previamente con
un mayor riesgo de problemas respiratorios como el asma.
Sin embargo, se cree que el nuevo estudio es el primero en
identificar un vinculo entre la EPOCy los productos quimicos
de limpieza conocidos como compuestos de amonio
cuaternario.

“Los efectos adversos potenciales de la exposicion a los
desinfectantes en la EPOC han recibido mucha menos
atencion, aunque dos estudios recientes en poblaciones
europeas mostraron que el trabajo como limpiador se asocié
con un mayor riesgo de EPOC", dijo Orianne Dumas,
investigadora del INSERM.

Los investigadores analizaron los datos de un estudio
masivo de personal de enfermeria en los Estados Unidos
(55.185 participantes), realizado por la Universidad de
Harvard en 1989. En 2009, los investigadores observaron alos
que seguian trabajando como enfermeros que no tenian
antecedentes de EPOC y los siguieron hasta mayo de 2017.
Durante ese periodo, 663 fueron diagnosticados de EPOC.

Se evalud la exposicion de las enfermeras a través de un
cuestionario y se tomd en cuenta la edad, el indice de masa
corporal y la etnia de los sujetos, lo que podria haber
distorsionado los resultados.

El uso de muchos de los desinfectantes considerados no
tiene recomendaciones especificas de salud. INSERM dice
que los hallazgos del informe ponen de relieve la necesidad
de directrices para la limpieza y desinfeccién en entornos de
atencion médica como hospitales con objeto de actualizar y
tener en cuenta riesgos de salud ocupacional.

En nuestro entorno laboral, pese a ser todavia comtun, el
uso de agentes como los mencionados (lejias y compuestos
de amonio cuaternario) en la limpieza de superficies de
trabajo se va reduciendo: las lejias, por el dafio que hacen a




las superficies y su reactividad con otros compuestos, ademas de
la liberacion de cloraminas que son bien conocidas como
irritantes respiratorios; y los productos de amonio cuaternario por
sersensibilizantes e irritantes cutaneos y pulmonares.

No obstante, han sidoy seran comunes en muchos productos
de limpieza y desinfeccion en animalarios y convendria, a quien
los utilice, revisar las hojas de seguridad para ver los consejos de
uso y las medidas de proteccion personal que indican los
fabricantes.
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Aprendiendo a ensenar

Davinia Herndndez
Técnico de animalario, Universidad Rey Juan Carlos

Hola secaleros, me presento: soy Davinia y trabajo como
técnico de animalario en la Universidad Rey Juan Carlos. Ya
participé en esta seccion hablando de cémo cuiddbamos de la
investigacion. En esta ocasion, voy a hacerlo acerca de nuestro
trabajo dentro de la Universidad y sobre la transmision del
conocimiento, que en nuestro caso es mediante la instruccion de
los alumnos de Formacion Profesional.

Cuando los alumnos llegan por primera vez a nuestro centro
de experimentaciéon animal, nos gusta saber qué es lo que
esperan aprender ya que es importante ponerse en su situacion.
Todavia recuerdo la expectacion que senti cuando empecé a
trabajar en el Centro de Experimentacién Animal (CEA) de Alcala
de Henares; por este motivo, nos gusta que los alumnos que
pasan por nuestro centro salgan tan formados como motivados y
se lleven una grata experiencia, como fue mi caso. En mi opinion,
lo importante en este periodo de practicas (asi como durante el
resto de vida laboral) es mantener la motivacion.

Lo primero que les ensefiamos es a realizar rutinas de trabajo,
como es el cambio de cubetas de animales de las distintas
especies que estabulamos en el centro. Se valora, especialmente,
trabajar de forma ordenada, limpia y tranquila; saber preparar el
material de trabajo (cubetas, biberones y pienso); y por supuesto,
llevar correctamente guantes, mascarilla y gorro. Durante la
formacion, hacemos énfasis en la manipulacion del animal y en la
observacién de su estado fisico y comportamiento. Hay que
abastecerles de agua, comida y apuntar en las tarjetas de
identificacién cualquier incidencia que se observe. Al terminar,
hace falta una limpieza de la sala de estabulacién para,
posteriormente, ensenarles las peculiaridades de cada zona del
animalario.

En la sala de produccion de ratas Wistar, les formamos en la
gestion de cruces, mirar tapones vaginales, sexado de animales,




asi como la necesidad de poner enriquecimiento ambiental y
material de nido a las hembras gestantes. Aqui los alumnos
disfrutan mucho con los animales recién nacidos, y ver su
desarrollo hasta el dia del destete, les llama la atencion. También
les instruimos en colonias de transgénicos, inculcando lo
fundamental que es llevar un orden en el cambio de cubetas (ver
Figura 1). La correcta identificacion durante la realizacion de los
destetes es clave para evitar el cruce de unas colonias con otras.
Apuntamos todos los datos que identifican correctamente al
animal en la tarjeta del nuevo destete, que seran facilitados al
responsable del animalario para darlos de alta en el programa de
gestion de animalarios que usamos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Alumno de Formacién Profesional cambiando cubetas de una
colonia de ratones transgénicos.

Finalmente, les ensefiamos a trabajar también en la zona de
cuarentena, el trabajo bajo campana y a usar la vestimenta
apropiada. Es muy importante conocer que la contencién del
material contaminado se realiza mediante bolsas de autoclave
selladas, que después seran autoclavadas y limpiadas para volver
a esterilizarse. Este proceso se realiza en la zona de lavado, donde
aprenden a manejar el autoclave, lava-cubetas, lava-biberones, y
el uso de los Equipos de Proteccién Individual (EPIs) para
protegerse (ver Figura 2).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.-EPls necesarios en lazonade lavado.
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Se les muestra la forma de trabajo en la Zona SPF (Specific
Pathogen Free), donde todo el material que se usa pasa por
autoclave o través del SAS, mediante exposicion a peroxido de
hidrégeno o por medio de luz ultravioleta. El agua de bebida
proviene de un equipo de filtracion provisto de luz germicida. La
vestimenta de esta zona consiste en monos tyvek previamente
esterilizados y zapatos especificos para la zona. La desinfeccion de
las salas de estabulacion al quedar vacias, se efectia mediante la
limpieza de paredes con productos fungicidas y bactericidas,
antes de proceder a la fumigacion de la sala con perdxido de
hidrégeno (sin olvidarnos del uso de los EPIs).

Una vez que han adquirido destreza para realizar estas tareas
-siempre bajo supervision de los técnicos que trabajamos aquiy
del responsable del animalario—, el paso siguiente es adiestrarlos
enelmanejoy manipulacién de los animales para la realizacion de
procedimientos. Comentan que tienen sentimientos
encontrados, puesto que les gusta verse realizando cosas mas
vistosas pero sienten pena por el animal, dando lugar a
manipulacionesinadecuadas.

Para que esto no suponga un problema de estrés afadido en
el animal o sufran mas dafo del necesario, les aconsejamos que
deben estar tranquilos, en un ambiente a ser posible silencioso. Lo
mas importante es tener seguridad en uno mismo y seguir las
indicaciones del instructor, que les mostrara una inmovilizacion
segura para el animal (ver Figura 3) y para la seguridad del
manipulador.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.-Practicade manipulacion de unarata.

En algunos casos, se recurre al uso de modelos artificiales (ver
Figura 4) para que practiquen. También se les adiestra en la
realizacion de necropsias, extraccién de érganos..., una vez los
animales han sido sacrificados por el personal cualificado del
animalario.




Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Modelo artificial.

Para ver su estado de motivacion, se les pregunta sobre lo que
estan aprendiendo: qué eslo que mas les gusta, lo que menos... la
mayoria responde que lo que mas les gusta es el trabajo directo
con el animal. Aprovechando que estamos en un ambiente
universitario y una vez terminadas las rutinas de trabajo diarias
(previo acuerdo con el responsable del animalario y los
investigadores con los que trabajamos), como incentivo se
proponen visitas a los distintos departamentos que trabajan con
nosotros para ver los experimentos que alli se realizan y conocer la
finalidad de dichas investigaciones. Poder visitar todas las
instalaciones que poseemos en la Universidad les resulta
enriquecedor y les facilita la vision de los distintos campos de
investigacion que hay, y esto les ayuda en la toma de decision
sobre qué estudiar o trabajar.

Aparte de realizar visitas a los departamentos, siempre que
sea posible pueden ver en nuestro propio animalario los distintos
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experimentos que alli se realizan. El poder trabajar mano a mano
con un investigador resulta ser una mejor experiencia. Escuchar
propuestas o inquietudes de los alumnos es importante y seran
complacidas enla medidadelo posible.

Tras su paso por nuestras instalaciones, como recompensa a
su esfuerzo e interés, a algunos se les ha podido ofrecer la
oportunidad de realizar los cursos de formacidn
correspondientes a la categoria A y B de forma gratuita, algo que
ellos agradecen y saben valorar. Con todo esto, esperamos que
adquieran un concepto general de lo que es el trabajo en este tipo
de instalaciones, asi como su propésito y por supuesto, lo mas
importante, que salgan bien formados y preparados para el
mundo laboral.

Quisiera dar las gracias al director del CEA de Alcald de
Henares, José Maria Orellana, y a su equipo de técnicos, Montse,
Angel y Mariano, que me ensefiaron a dar mis primeros pasos en
este mundo. A mi anterior jefa en la Universidad Rey Juan Carlos,
Elena Hevia, y a mi companera Patricia, por darme la oportunidad
de poder aprender cosas nuevas con ellas. A mi actual jefe, Sergio
Ferreiro, por seguir confiando en mi.Y por supuesto, no me olvido
de mis companieros, Alejandro y Eduardo, a los que pude formary
conlos que también aprendia ensefar (ver Figura 5).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Davinia con sus companeros.
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Tesoreros actuales
de la Junta de Gobierno
de la SECAL

David Mufoz'
y Viviana Bisbal *

' Director del Gabinete Veterinario de la Universidad
Auténoma de Madrid (UAM) y tesorero de la SECAL

? Veterinaria Responsable del animalario del Centro

de Investigacion Principe Felipe (CIPF). Veterinaria Designada
del Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC).

Profesora asociada de anestesiologia en la Facultad

de Veterinaria de la Universidad Cardenal Herrera-CEU
(UCH-CEU) y vicetesorera de la SECAL
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¢Desde cudndo sois socios de SECAL y qué opinién os deja
nuestro colectivo?

David Murioz (DM): Soy socio desde 2007, pero llevo
respirando SECAL desde mi primer contacto con el animal de
laboratorio, en el 2000. Aun recuerdo mananas con mis
companeros, en el despacho de Carmina (perdon, la secretaria de
la SECAL), pegando las direcciones en los sobres para enviar las
revistas. La ilusion que siempre me ha transmitido Carmina por
esta Sociedad calé hondo.

Viviana Bisbal (VB): Me presenté a una plaza de técnico de
animalario en 2007 y a los pocos meses me hice socia. En el
mundo veterinario nuestro colectivo es el gran desconocido
aunque es cierto que en los ultimos afos hemos ganado
visibilidad. Quiza seamos “los raritos”, pero he de decir que la
diversidad de nuestra especialidad y la maravillosa actitud de
colaboracién e inquietud por mejorar que se respira, creo que nos
convierte en un colectivo envidiable.

¢Cudl es vuestra experiencia en el mundo del animal de
laboratorio?

DM: Entré en el animalario de la Facultad de Medicina de la
UAM recién licenciado, sin saber nada de este mundo. Carmina
me dijo: “el animal de laboratorio, o te engancha o sales
corriendo’, y aqui estoy, un yonki mas... Estuve trabajando
muchos (13) aflos como técnico y cuidador, y durante ese tiempo
me fui formando como Responsable en Bienestar gracias al
empuje y los consejos de la gente que me rodeaba. Y,
posiblemente, pasé una de las mejores épocas de mi vida
profesional, aprendiendo y conociendo a gente increible. Gracias
aesos consejos, a esa gentey a ese esfuerzo pude dar el paso para
estardonde, actualmente, estoy.

VB: Mi actividad profesional se inicid, como la mayoria de los
veterinarios, en el mundo de la clinica. Buscaba definir la
especialidad en la que queria progresar y mientras la
anestesiologia llamaba a mi puerta, se cruzé una plaza de técnico
de animalario en el CIPF, y pensé:“; Por qué no?"Una vez dentro, la
especialidad me cautivé y aqui sigo, pero sin olvidarme de la
anestesia, por supuesto.

Miactividad con el animal de laboratorio ha pasado por varias
fases. He sido técnico actuando de técnico, técnico actuando de
veterinario, técnico actuando de cuidador, veterinario actuando
de cuidador... fases por las que muchos de nosotros hemos
pasado. Tras una complicada época en la que el CIPF se vio
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afectado por un ERE, en el que aiin seguimos, y que nos dejo a mi
compaifiera Amparo y a mi solas ante todos los quehaceres del
animalario, la situacién del servicio resurgié y ahora somos un
maravilloso equipo de 4 personas en el que, aunque cada uno
tenga su papel principal, funcionamos todos muy cohesionados.

Un periodo que recuerdo con especial carifio es el periodo del
Master para obtener la antigua categoria D en el que, ademas de
formarnos en diferentes dmbitos, creo que todos los que hemos
asistido hemos hecho grandes amigos. Sin olvidarme de mis
companeros de laboratorio en mi época predoctoral. Una época
de aprendizaje investigador que creo que todos deberiamos
experimentar ademas de colaborar y participar en diferentes
proyectos experimentales.

;Cudles sonvuestras funciones como tesorerosdela SECAL?

DM: Pues, controlar los dineritos, jeje. Pagar, cobrar... y
negociar cuanto!! También elaborar los presupuestos anuales,
ordenar la informacion, intentar comprenderla y finalmente,
transmitirla a los socios en forma de “informe de tesoreria”. Y todo
estode lamano de presidenciay secretaria, junto con el restode la
junta.Unengranaje que funciona bieny mejora en cada reunion.

VB: Como novata en el cargo, puedo decir que en tesoreria se
controla cualquier cobro, gasto o ingreso que se realiza en las
cuentas de la sociedad y que contamos con el apoyo de una
asesoria/gestoria que nos dirige y tutela, tanto en el dmbito legal
comoen lafacturacién ojustificacion de gastos.

Tengo que reconocer que el cargo me abrumé un poco al
principio. Ser tesorera de una sociedad de casi 400 socios es una
responsabilidad muy grande. Pero, es cierto, que una vez vistos los
numeros y el funcionamiento, todo esta muy controlado y
justificado, para tranquilidad de todos.

Como tesoreros participamos de las decisiones econdmicas
sometidas a Junta de Gobierno (JdG) igual que todos los vocales,
pero no tomamos decisiones de forma unilateral. Nos
encargamos también de elaborar los resimenes econémicos y
controlar “El Mayor”, el gran libro de tesoreria en el que
absolutamente cualquier movimiento queda registrado.

Otra labor de tesoreria, concretamente, del vicetesorero/a es
mantener el vinculo con Laboratory Animals, tanto aportando
informacion a la JdG de las decisiones que se toman en la reunién
anual como facilitando los datos de los socios suscritos a la revista
Laboratory Animals.
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¢Dedicdis mucho tiempo en vuestro trabajo como tesoreros?

DM: Menos del que deberia y mas del que me esperaba. Han
desaparecido los momentos “valle”. Pero no puedo decir que no
me avisaron. Mi gurl en esta actividad, mi jefa de los dineros, la
que me metié en este lio, me avisaba con cada “ya queda menos
para que te encargues tu, jqué ganas!”jGracias Carlota!

VB: Te diria que va a picos con un goteo constante... jajaja!
Habitualmente, hay que realizar cambios o subsanar problemas
en los datos de Laboratory Animals, realizar pagos ya sea a
empresas, alumnos, profesores... quizéa sea mas un goteo
constante.

¢{Enquéitems sedistribuye el presupuesto delaSECAL?

DM: Principalmente en formacion (becas y cursos) y
comunicacion (revista, jornadas y congresos, SECAL-L,
concursos...). Existe también una partida importante en la
participacion en otras sociedades. Este presupuesto se basa en la
aportacion de los socios y en la colaboracién de los socios
benefactores en todos los proyectos que se nos ocurren. Y
aprovecho para dar las gracias a todas y cada una de esas
empresas colaboradoras. Son imprescindibles para que SECAL
pueda realizar su labor, y siempre estan ahi.

VB: SECAL como Sociedad participa y forma parte de otras
sociedades como FELASA, ICLAS, AALAS, Laboratory Animals... y
como tal, hay que abonar las suscripciones. Estas suscripciones
aportan diferentes beneficios a la SECAL como serian la
participacion y toma de decisiones dentro de estas sociedades
europeas, asi como beneficios directos para los socios de la
SECAL, como por ejemplo, el acceso a la revista Laboratory
Animals aun precio competitivo.

Otras partidas importantes son las destinadas a formacion,
desde la participacion directa en diversos cursos que todos
conocéis, como en la entrega de diferentes becas de formacion,
ayudas para viajes alas jornadas o congresos...

Comunicacion es otra partida importante. La elaboracion de
la revista “Animal de Laboratorio” que reciben todos los socios
(montaje, maquetado, envio...) supone también un gasto a tener
en cuenta. Los autores de los articulos asi como las personas que
voluntariamente se encargan de gestionar la revista, no reciben
compensacion econdmica por ello. Desde aqui mi
agradecimiento.
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También hay otros gastos que cubrir como mantenimiento de
la pagina web, gestoria, mensajeria... Pero, en resumen y como
habéis podido ver, los presupuestos se centran principalmente en
Formacion, Comunicacion y en la pertenencia a diferentes
Sociedades quereportan beneficiosala SECAL.

SECAL tiene alrededor de 400 socios numerarios y
benefactores. ;Pensdis que la cuota de los socios es uno de los
factores limitantes para que no seamos mds?

DM: Sinceramente, no. Creo que somos una sociedad
econdmica en relacion al beneficio que obtenemos y producimos.
Tenemos una revista excepcional, unas opciones de ayudas a la
formacion y a la asistencia a actividades profesionales muy
amplias. Y ademas participamos en otras sociedades y entidades
con voz y voto para estar presentes en la toma de decisiones
importantes. Y nos juntamos una vez al afio, en una jornada o un
congreso que cada vez tienen mas repercusion en los medios y en
la sociedad.

VB: La cuota de socios no creo que sea el factor limitante, mas
aun si se analizan los beneficios que te aporta pertenecer a la
SECAL, entre los que destacaria el acceso a una maravillosa red de
contactos en SECAL-L y la formacién que la SECAL pone al alcance
de sus socios.

Creo que puede ser por desconocimiento de los beneficios
que puede reportar unido a que las entidades no suelen abonar
estas cuotasyla gente quiza prefiera invertir en otros dmbitos.

SECAL ademds de tener una cuota reducida, ;deberia entonces
poner mds recursos para captar socios dentro de los colectivos
de cuidadoresy técnicos?

DM: Sin duda. SECAL debe darse a conocer como lo que es: un
foro, una herramienta, un espacio comun para todos los que
formamos parte de este mundo. Muchos técnicos y cuidadores
creen quelaSECAL no es para ellos y eso sélo puede ser porgue no
conocen muchos aspectos de esta sociedad.

VB: Por supuesto. Nuestro colectivo no puede nutrirse sélo de
veterinarios y biélogos. Todos formamos parte del mundo del
animal de laboratorio, desde los cuidadores y los técnicos hasta
las empresas suministradoras de productos, y por ello, todos
deberian poder participar de esta sociedad.

£Cudles son los objetivos marcados durante vuestro paso por la
Juntade Gobierno?
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DM: El objetivo mas importante es seguir con la increible
labor que han hecho los que antes han pasado por aqui. Si
podemos ahorrar un poquillo y podemos mejorar en la gestion
del dinerito perfecto, pero hay que reconocer que la SECAL
funciona muy bien.

VB: Cada uno dentro de la Junta de Gobierno tenemos
nuestro papel principal, pero todos participamos de las
decisionesy delasiniciativas.

Dentro del papel de tesoreria creo que es muy importante
realizar una buena gestion de los recursos econémicos, como se
ha ido haciendo hasta la fecha. De esta forma, podemos destinar
partidas econémicas a nuevos e interesantes proyectos o dar mas
soporte alos que ya estén establecidos y lo necesiten.

Uno de los principales cambios que hicimos al establecerse la
nueva junta fue el de cambiar de gestoria con la intencién, no sélo
de mejorar el servicio recibido y reducir el gasto que suponia, sino
también con la intencién de ampliar horizontes buscando un
equipo asesor que nos ayude a dar mas visibilidad a la sociedad
dentro de la poblacién, que nos ayude a captar mds socios de
diferentes areas, etc.

Dentro de las especialidades del mundo del animal de
laboratorio, el marketing no es una de ellas y aunque cada uno
aportemos nuestro granito personal, contar con un servicio
externo que nos oriente creo que es muy importante.

¢Quétallollevdis comoequipo?

DM: Cuatro palabras: poli bueno, poli malo, jeje. Y con una
persona como Viviana, todo se hace mds facily mas alegre!

VB: Bueno... ;) David es una persona con la que se puede
hablar facilmente y dispuesta siempre a participar, conciliar y
mejorar, por lo que hasta la fecha, esta siendo todo muy facil entre
nosotros. Le habré consultado por gastos, cobros y demas unas 20
veces!!Y las que quedan! Jajaja. Espero que después de decir esto
no cambie.

sociedad espanola
para las ciencias
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