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EDITORIAL

Tiempo

Con el verano, llegan las tan deseadas y merecidas vacaciones, ese
momento en el que el tiempo, que durante el resto del aflo ha pasado
delante de nosotros sin apenas darnos cuenta, debido a las prisas, a las
obligaciones del dia a dia y a la rutina en la que nos vemos inmersos, de
repente se ralentiza y nos permite ser conscientes de todo aquello que
hemos ido dejado pendiente durante todo el curso. El verano es sinébnimo
de tiempo, con él podremos disfrutar de la lectura de ese libro que dejamos
a medias hace unos meses, pasear una manana sin mirar el reloj, descubrir
nuevos lugares o pasar mas tiempo con lafamilia.

Cuando recibdis este nimero en vuestros buzones, muchos ya estaréis
de vacaciones y otros, tal vez, hayais vuelto. Con el cuerpo y la mente
renovados, podéis aprovechar ese momento para leer tranquilamente la
revista 82, que va repleta de articulos de interés general y las Ultimas
noticias en el mundo del Animal de Laboratorio. Especial mencién al
manuscrito que, con tanto carifo, han preparado Carmina Fernandez y
Jordi Canté para el recuerdo de Alberto Girdldez, socio fundador de la
SECAL. Aprovechad también para mirar por encima de vuestras mesas y
curiosear los nimeros anteriores recibidos durante el curso pasado y que
por falta de tiempo habéis ido dejando para leer més adelante. Ese
momento ya ha llegado. Buscadlas y abridlas, disfrutad del tiempo, y
disfrutad de estafelizlectura. jFelices vacaciones a todos!
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- El virus oncolitico Delta-24-RGD produce un
efecto antitumoral en modelos de ratén DIPG.

TECNICAS

- Técnica Microquirdrgica: estudio
hemodinamico hepdtico en rata.

ETICAYLEGISLACION
- Uso compartido de equipos médicos en

investigacion: ;qué hace un cerdito como tu en
unsitiocomo este?

SEGURIDADEN 5 MINUTOS
“Lunes resplandeciente” o como Japén intenta

imponer un equilibrio entre la vida personal y
laboral.

ALCUIDADO

- Mi dia a dia con nuestros compaferos
bigotudos en un animalario de bioseguridad 3.

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio

REPRODUCCIONY GENETICA

- lrrupcién de tecnologia CRISPR-Cas 9 en
los Servicios de Transgénesis y
Experimentacion Animal: panorama
actual.

ANESTESIAY ANALGESIA

- Dia de Precongreso en Anestesia de
Animales de Laboratorio.

- Nuevo libro sobre equipamiento y
monitorizacidn en anestesia veterinaria.

BIENESTARANIMAL
- Manejo de ratones individualizados.
ABSLab
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Vicerrector de Investigacion, Universidad
deValencia.




Noticias SECAL

[n memoriam de Alberto Giraldez

Jordi Canté Martorell y Carmen Fernandez Criado

Alberto Giradldez Davila, miembro fundador de la SECAL,
presidente de nuestra Sociedad (1992-1996) y Miembro de Honor
de lamisma, nos dejé en noviembre de 2018.

Es dificil reflejar en unas palabras todo lo que represento, para
muchos de nosotros, conocerlo y compartir con él aquel tiempo en
el que constituimos la SECAL. Su participacion fue crucial, muchos
de nosotros éramos inexpertos en la organizacion de una sociedad,
y él siempre estaba ahi, ensefidndonos y aconsejandonos
sabiamente. La organizacion de nuestro primer Congreso en
Madrid fue otro de los momentos que vivimos intensamente
asulado.

Imagen suministrada por la autoria

De izquierda a derecha: Alberto Girdldez, Jose Maria Orellana, Carmina
Fernandezy Jordi Cant6 en 2005.

Alberto cuenta con un extenso Curriculum': Doctor en
Farmacia, Académico Supernumerario de la Real Academia
Nacional de Farmacia, profesor de Universidad, investigador,
miembro de varias asociaciones cientificas, en Espana y en
Latinoamérica, donde participé en la constitucion de sociedades de
animales de laboratorio, entre otros numerosos cargos y articulos
publicados.

Su relacién con los animales de laboratorio comenzé en una
época en la que en nuestro pais practicamente no existia un uso
reglado de los animales de laboratorio, él fue un pionero.
Destacamos las areas que marcaron su relacion con la Ciencia del
Animal de Laboratorio: Historia, Formacién, Etica y Métodos
Alternativos.

Su discurso de ingreso’ como Académico de Nimero en la Real
Academia Nacional de Farmacia y su libro “Breve historia de la
experimentacién animal” reflejan su respeto e interés por los
animales de laboratorio.

Imagen suministrada por la autoria

Discurso de Ingreso como Académico de Numero en la Real Academia
Nacional de Farmacia.

Nuestro primer contacto con él fue en los cursos que se
impartieron en la Universidad de Barcelona y a los que asistimos
como profesor y alumnos. Aflos mds tarde, nos reencontramos
construyendo la SECAL. Cuando en Madrid comenzamos a
organizar cursos de formacién con el CSIC, Alberto colaboré con
nosotros en la organizacion de los mismos. Sus preferencias eran la
Historia, la Etica y los Métodos Alternativos temas para muchos de

(hs Curriculum vitae https://www.ranf.com/acad%C3%A9micos/acad%C3%A9micos-de-n%C3%BAmero/actuales/50-acad%C3%A9micos/acad%C3%A9micos-supernumerarios/166-giraldez-davila-alberto.html.

2 Discurso deingreso RANF https://www.ranf.com/images/pdf/discursos/numero/giraldez.pdf.

3. Historia de la experimentacion animal http://www.analesranf.com/index.php/lectur/article/download/34/73.



http://www.analesranf.com/index.php/lectur/article/download/34/73.
https://www.ranf.com/acad%C3%A9micos/acad%C3%A9micos-de-n%C3%BAmero/actuales/50-acad%C3%A9micos/acad%C3%A9micos-supernumerarios/166-giraldez-davila-alberto.html
https://www.ranf.com/images/pdf/discursos/numero/giraldez.pdf

nosotros desconocidos en aquel momento. Le gustaba charlar con
los alumnos y siempre asistia a la entrega de los diplomas, ademas
de otros eventos ludicos que celebrabamos. No podemos olvidar su
inmensa colaboracion docente con los colegas de Latinoamérica y
Centroamérica, seguro que muchos podrian contarnos muchas
experiencias y vivencias que aporté Alberto, le encantaba viajar a
esos paises hermanos, junto a su encantadora esposa, Marisa.

Otra de sus inquietudes eran los Métodos Alternativos. La
primera Jornada que la SECAL celebré sobre este tema, en
colaboraciéon con otras sociedades cientificas, estuvo impulsada
por él. Mas tarde contribuyé a la constitucion de la Red Espaiola de
Métodos Alternativos (REMA).

Imagen suministrada por la autoria

Primera reunion sobre Métodos Alternativos celebrada en Valencia en
1992.

El pasado mes de mayo, se celebré en Murcia el 1% Congreso
Nacional de la Profesién Veterinaria, organizado por la Organizacién
Colegial Veterinaria.

Habian pasado mas de tres décadas desde que se celebré la
ultima Asamblea General de Veterinarios Espafoles en la que se
afrontaron temas que entonces eran de actualidad, como
Veterinaria y Sociedad; Veterinaria y Juventud; Funcién Publica y
Autonomias; Ensefanza, Especializacion e Investigacion; y Ejercicio
Liberal Profesional.

ANIMALES DE 1L ABORATORIO
Verano 2019. Nimero 82

Hay muchos colegas que trabajan en este sector, que deben su
vocacion y trabajo a Alberto. No puedo olvidar sus visitas a mi
despacho en Madrid, siempre proponiendo nuevas actividades y
retos, eran momentos de conversacion amena de la que siempre
quedaban muchas cosas positivas. Aprendimos mucho a su lado,
conocerlo ha sido una suerte, lo seguimos teniendo en nuestros
pensamientos.

. o
Imagen suministrada por la autoria

Congresode la SECAL celebrado en Salamanca en 2009.

Su exquisita sensibilidad, su capacidad reflexiva y su sentido
del humor, sin olvidar su profundo respeto por los animales de
experimentacion, marcaron su vida profesional.

A lo largo de estos anos la profesion veterinaria ha
evolucionado a tenor de cémo lo ha hecho la sociedad y de las
normativas provenientes de la Unién Europea tras la inclusion de
Espana en la misma. Sin embargo, pese a que se han superado
muchas limitaciones des de entonces, otras carencias o
problemdticas han ido surgiendo, algunas de ellas tan relevantes
que condicionan el ejercicio profesional repercutiendo en su
proyeccioén social, en su estatus profesional y en la viabilidad y el
futuro de algunos colectivos.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- M2Paz Aldeguer, Nuria Garcia y Julia M2 Samos.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura2.- Poster titulado “Papel del Veterinario en el Ambito de la
Investigaciény Docencia con Animales”.

La SECAL ha estado presente en este congreso a través de la
colaboracion de tres de sus miembros: M@ Paz Aldeguer, Nuria
Garcia y Julia M2 Samos, quienes presentaron un Pdster titulado
“Papel del Veterinario en el Ambito de la Investigacién y Docencia
conAnimales”.

El principal objetivo era dar a conocer las funciones y
oportunidades laborales del veterinario en el ambito del animal de
laboratorio. Con este trabajo, la SECAL ha querido destacar el papel
del veterinario en el marco del RD 53/2013, que traspone la
Directiva Europea UE 63/2010, tanto como Investigador, Veterinario
Designado o Responsable de Bienestar Animal, facetas
profesionales menos conocidas en las facultades y colegios
veterinarios. Para ello se realizé un analisis DAFO de la formacion
veterinaria respecto a la realidad de las necesidades, soluciones,
competenciasy demandas legales del sector.

Los resultados ponen de relieve las oportunidades y fortalezas
que permiten al profesional veterinario desempenar su labor en las
figuras mencionadas anteriormente, a la vez que muestran las
dificultades y debilidades que existen, actualmente, en el ambito
delaformaciony conocimiento de estas salidas laborales.

Dada la trascendencia e incorporacion progresiva de
profesionales veterinarios en el ambito de la experimentacion
animal, diez de las trece Facultades de Veterinaria espafolas
incorporan ya en sus planes de estudio asignaturas relacionadas
con este tema. Las salidas laborales mas comunes son el ejercicio en
centros usuarios de organismos de investigacién publicos y
privados, en hospitales, en CRO (Organizaciones de Investigacion
por Contrato), en centros de cria, asi como en asesorias externas.

Entendemos que la SECAL debe estar presente no sélo en los
eventos relacionados directamente con la experimentacion animal,
sino en todos aquellos entornos en los que la figura del profesional
veterinario esté presente para dar a conocer la existencia y
perspectivas alternativas de actualidad y de futuro para que juntos
podamos aportar informacién, compartir inquietudes, debatir
problemasy proponer soluciones que den contenido a un proyecto
comun que marque el devenir de este ambito profesional.
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Del 10al 13 de Junio, la ciudad de Praga acogié el XIV Congreso de FELASA.

Imagen suministrada por la autoria

Gestion de modelos.
Definicion de Buen Cuidado.
Conformidad y Comunicacion.
Evaluacion de severidad.

La Federacién de Asociaciones Europeas de Ciencia de los
Animales de Laboratorio (FELASA) representa a mas de 4.000
especialistas en el campo de la ciencia de los animales de
laboratorio de 28 paises y de 21 asociaciones constitutivas, entre
ellas la SECAL. Esta edicion ha estado marcada por la celebracion de
su40aniversario.

mmoN

Imagen suministrada por la autoria

Ademas del programa cientifico, los mas de 2.000 congresistas
registrados pudieron conocer las ultimas novedades en los tres

Imagen suministrada por la autoria

El programa del Congreso se dividié en 6 itinerarios: pisos que ocupaba la zona de exhibicion comercial del Centro de
Congresos de Praga con los materiales y equipos para el cuidado de
A. Educacionyformacion. los animales.

B. ReproducibilidadyTranslacion.



Imagen suministrada por la autoria

Como novedad, el miércoles se celebro el Tech Day, con una
programacion pensada para el personal técnico y al que asistieron
un buen nimero de técnicos checos.

Durante el Congreso, se entregaron cuatro premios especiales
concedidos con motivo del 40 aniversario. En diferentes categorias
los premiados fueron: Werner Nicklas, Patri Vergara, Camilla
Bengtsson/Maria Eriksson y David Anderson.

ANIMALES DE 1L ABORATORIO
Verano 2019. Nimero 82

14" felasa congress 2019
Prague, Czach Re
June 10-13. 2019

Imagen suministrada por la autoria

La préxima edicion del Congreso tendra lugar en Marsella del
13al 16 Junio de 2022.

Mds informacién sobre el Congreso de FELASA:
http://www.felasa2019.eu

Dada la gran demanda de los Nanocursos y el éxito de la convocatoria anterior, la Junta de la SECAL ha decidido no sélo mantener estas

NANOCUIS0S

convocatorias sino facilitarlas aiin mas.

Desde el mes de junio, en la pagina web de la SECAL es posible
realizar el registro y pago de los Nanocursos.

En el siguiente enlace https://secal.es/formacion-
nanocursos-2/, podéis acceder a los Nanocursos y hacer el pago de
estos con tarjeta de crédito o por transferencia bancaria. Una vez
realizado el pago, se envia a la Universidad Miguel Herndndez de
Elche (UMH) para que os den de alta en la plataforma. Disponéis de
un ano para realizar los Nanocuros.

La UMH emite un certificado de realizacion del curso una vez
este es completado, pero es la Autoridad Competente de vuestra
comunidad la que tiene que dar el visto bueno de esta actividad.

Os recordamos que también tenéis disponible el programa de
becas de formacién, y una utilisima relacion de los cursos, que nos
van llegando, relacionados con temas del animal de laboratorio.


http://www.felasa2019.eu/
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Esperamos que estos cursos, que ponemos a vuestra
disposicion desde la SECAL, os resulten Utiles e interesantes para
facilitaros la formacion continuada.

LISTADO DE CURSOS DISPONIBLES

1. Legislacién nacional, ética, bienestar animal y las tres erres.

2. Buena practica cientifica y sistemas de calidad en
experimentacion animal.

3. Principios de anestesiay analgesia de animales de laboratorio.
4. Anestesia en rumiantes, cerdosy peces.

5. Patologia deroedores.

6. Instalacionesy nutricion de roedores.

7. Aspectos a tener en cuenta en la experimentacién animal con
lagomorfos.

8. Reconocimiento del dolor, el sufrimientoy la angustia.

9. Aspectos a tener en cuenta en la experimentacién animal con
cerdos.

10. Fisiologia del sistema reproductory urinario animal.
11. Elpezcebraeninvestigacion.

12. Procedimientos minimamente invasivos sin anestesia.
13. Biologia, reproducciony genética de roedores.

14. Aspectos a tener en cuenta en la experimentacion animal con
rumiantes.

15. Métodos incruentos de sacrificio.

16. Introduccioén a la prevencion de riesgos laborales: ergonomia,
alergiasy zoonosis.

17. Riesgos laborales en el laboratorio de investigacion.
18. Principios de cirugia.

19. Aspectos a tener en cuenta en la experimentacién animal con
carnivoros.

20. Fisiologia del sistema digestivo y respiratorio animal.

21. Introduccidn, instalaciones y nutricion de peces y anfibios de
experimentacion.

22. Anestesia en roedores, conejosy carnivoros.

w
01-Legislacion nacional, ética, 02-Buena practica cientificay 03-Principios de anestesia y
bienestar animal y las «tres sistemas de calidad en analgesia de animales de
erress experimentacion animal laboratorio
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10-Fisiologia del sistema 124 imie i 18 i io 08-Aspectos a tener en cuenta en
reproductor y urinario animal invasivos sin anestesia 17,506 - 52.50€ Ia experimentacion animal con
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15-Métodos incruentos de 16-Introduccién a la prevencion 13-Biologia, reproduccion y 14-Aspectos a tener en cuenta en
sacrificio de riesgos laborales: Ergonomia, genética de roedores la experimentacion animal con
15.00€ - 45,00€ alergias y zoonosis 25.00€-75.00€ rumiantes
Ouracion: 2 Horas 00 Minutos et Ourac 25 00 Minutos 7sve-sase
Cantidad de Nanoclases: 10 Duracién: 3 Horas 00 Minutos
Formacién Continua. Funcion: A Cantidad de Nanoclases: 17

Formacion Continua. Funcién: A-F

18-Principios de cirugia 20-Fisiologla del sistema 17-Riesgos laborales en el 19-Aspectos a tener en cuenta en
7:50€ - 52.50€ digestivo y respiratorio animal laboratorio de investigacion la experimentacion animal con
S 20,00€ - 60,00€ 20006 - 60.00€ camivoros
Cantidad de Nanoclases: 13 Duracion: 3 Horas 00 Minutas Duracion: 3 Horas 00 Minutos 100 dsme
Formacien Continua. Funcén: C ' 15 Duracién: 2 Horas 00 Minutos
uncién: AF Formacion Continua. Funcion: A Cantiad de Nanociases: 11

Formacién Continua. Funcién: A-F

y roedores,
nutricién de peces y anfibios de conejos y camnivoros
experimentacion 17,506 - 52.50€

205, Duracién: 2 Horas 30 Minutos
Duracion: 3 Horas 30 Minutos Cantidad de Nanociases: 11
Cantidad de Nanoclases: 21 Formacién Continua. Funcién: C

Formacion Continua. Funcién: A

Imagen suministrada por la autoria
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Actualidad

El virus oncolitico Delta-24-RGD produce
un efecto antitumoral en modelos de raton DIPG

En un estudio realizado con ratones y publicado en Nature
Communications, el grupo liderado por Marta Alonso del CIMA
(Centro de Investigacion Médica Aplicada de la Universidad de
Navarra) ha comprobado que el virus oncolitico Delta 24-RGD
resulta eficaz en modelos animales con glioma de alto grado y
glioma difuso de tronco encefélico (DIPG), dos tipos de cancer
cerebral que suponen entre el 8y el 12% de los tumores infantiles.

Imagen suministrada por la autoria

Marta Alonso Roldan. CIMA.

Un adenovirus (familia de virus a la que pertenece el virus del
resfriado comun), modificado genéticamente para atacar células
tumorales, ha demostrado que es capaz de combatir dos tipos de
canceres cerebrales letales y muy agresivos que aparecen en la
infancia, sobretodo entrelos 5 ylos 7 afos.

Segun los resultados de este estudio, el virus es capaz de
provocar una respuesta inmunitaria en los ratones y prolongar su
supervivencia hasta tres veces en comparacion con los ratones
que noreciben tratamiento.

FaselyFasell

Para comprobar si esos resultados positivos son trasladables a
los humanosy la terapia con virus oncoliticos puede integrarse en

el arsenal de tratamientos para el cancer, Alonso y su equipo ya
han comenzado un ensayo clinico en fase | en nifos con DIPG. El
objetivo primordial de esta primera fase es demostrar que la
administracion del virus no resulta téxica. Para este ensayo ya han
reclutado a 8 de los 12 nifos necesarios. Los investigadores
comienzan también ahora las gestiones para iniciar otro ensayo
clinico de fase 2 pero multicéntrico, en colaboraciéon con el
Hospital de Cancer de Nifios del Centro MD Anderson, en Texas.

En el estudio publicado se han usado ratones transgénicos
que reproducen el tumor de DIPG y han visto que el virus es capaz
de entrar en las células tumorales, infectarlas, replicarse en ellas,
matarlas y generar una respuesta inmunitaria atrayendo linfocitos
hacia el tumor.

La idea de atacar a tumores con virus no es nueva. Desde la
década de 1950, los médicos han experimentado la destruccion
de tumores con virus, como la rabia, pero eso también infectaria al
paciente con la enfermedad. Sin embargo, recientemente, se han
realizado muchos avances en este campo. Ramoén Alemany, del
Instituto Catalan de Oncologia (ICO), es un destacado experto
mundial en estos tipos de virus y explica: “Lo que es nuevo ahora es
que sabemos mucho mds de la biologia de la célula y del virus, y
tenemos herramientas para modificar fdcilmente los virus genéticos,
por lo que, actualmente, existe una nueva oleada de terapias viricas”
Estas modificaciones pueden hacer que el virus sea seguro para el
paciente, y también aumenta su eficacia en la eliminacion de las
células cancerigenas y ayuda al organismo a reconocer las células
cancerigenas como una amenaza para provocar su propia
respuesta.

Marta Alonso lleva mds de una década implicada en este
proyecto, desde que volvid a Espafia en 2010 tras realizar un
postdoctorado en el Centro del Cancer MD Anderson, en Texas
(EE.UU.), junto a la pareja espafola de neurdlogos Juan Fueyo y
Candelaria Gdmez-Manzano. Fueron ellos quienes comenzaron a
trabajar con este adenovirus oncolitico y quienes recientemente
demostraron en un ensayo con adultos que es eficaz para frenar el
glioblastoma, otro tipo de tumor cerebral, también letal.

Alonso se ha centrado en los tumores infantiles porque son
unaenfermedad rara huérfana que estd abandonada.
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Por el momento el Delta 24 parece seguro y desencadena una
respuesta inmunitaria que se circunscribe casi toda a la masa del
tumor, lo que hace que el sistema inmunitario lareconozcay envie
unarespuesta. En todos los modelos animales que han probado el
virus, que se inyecta en el tumor en el mismo momento en que se
toma una biopsia del mismo, han observado que aumenta la
supervivencia y, ademds, no encuentran restos de tumor visible
en los ratones tratados. No obstante, en el estudio no han
observado qué ocurria con los ratones en el trascurso del tiempo:
si el tumor volvia a aparecer o surgian nuevos tumores de otros
tipos, como ocurrié en un estudio realizado en el MD Anderson
con este mismo virus Delta 24 en adultos que padecian
glioblastoma.

El virus por si solo no serd la panacea, pero hay que ganar
terreno, terapéuticamente hablando, al tumor y podemos luego
combinar la estrategia del virus con otras, como farmacos o
radioterapia, aumentando la supervivencia de estos pacientes,
que hoy por hoy estan completamente desahuciados.

Para Jaume Mora, director del drea de oncologia y
hematologia del Hospital Sant Joan de Déu, uno de los mayores
expertos mundiales en tumores del desarrollo y en concreto en
DIPG: “Este virus y otros que se estdn evaluando en la actualidad
podrian formar parte de las opciones de tratamiento en el futuro. Se
tendrdn que combinar con otras estrategias, como vacunas, pero
antes tenemos que aprender a utilizarlos y a controlarlos mejor”.

Jaume Mora Graupera, Director cientifico del Servicio de Oncologia y
Hematologia del Hospital Sant Joan de Déu.
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Este experto se muestra muy cauto a la hora de valorar si sera
posible trasladar el buen resultado obtenido en ratones a
humanos. “En el experimento tratan el DIPG en fases muy iniciales del
tumor, pero en la clinica cuando lo diagnosticamos los nifios ya
tienen una gran masa tumoral, mucho mayor que la de los animales
del estudio. Ademds, estos tumores se infiltran muy rdpido por todo el
cerebro y la estrategia de pinchar el virus en el tumor, que estd
expandido por todo el tronco cerebral, no estd muy clara”, sefala 'y
recuerda que en Sant Joan de Déu también realizaron
experimentos con este virus inyectandolo en el tumor, aunque sin
éxito.

Otro factor de alerta es la respuesta inmunitaria.
Recientemente, en Sant Joan de Déu llevaron a cabo un ensayo
conretinoblastoma, el cancer ocular infantil mas frecuente, con un
virus similar al Delta 24 y se tuvieron que enfrentar a la respuesta
masiva del sistemainmunitario en el ojo.
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~ Técnica Microquirurgica:
estudio hemodinamico hepatico en rata

Iris Asensio’, Christian Ruiz’, José Ignacio Fortea’, Javier Vaquero'”
'Centro de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBER-EHD)

’Instituto de Investigacién Sanitaria Gregorio Mararién, Madrid

INTRODUCCION

Los estudios hemodinamicos aportan informacion sobre los
valores de las presiones en el sistema cardiovascular, los cuales
pueden verse afectados por multiples patologias. En el caso de las
enfermedades hepaticas, el flujo sanguineo a través del higado
puede verse dificultado, provocando un aumento de la presion en
la vena porta o hipertension portal. Dado que la puncion de la
vena porta es una técnica invasiva y de alto riesgo, la evaluacion
de la hipertension portal, generalmente, se realiza en los
pacientes mediante un estudio hemodinamico hepético que
requiere el cateterismo de las venas suprahepaticas a través de
una via venosa central (yugular o femoral). Esta técnica permite
medir el gradiente de presion venosa hepatica, el cual se
correlaciona estrechamente con la presion portal. El grado de
dicha hipertension portal es un pardmetro clave en la valoracién
del diagndstico, prondstico y tratamiento de los pacientes con
enfermedades hepaticas.

El objetivo del presente trabajo es describir cémo realizar un
estudio hemodindmico hepatico en un modelo animal como la
rata con el fin de obtener un registro detallado de las alteraciones
hemodindmicas de la hipertension portal y la circulacién
hiperdindmica asociada en modelos de dafio hepatico.

MATERIALES (ver Figura 1)
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Figura 1.-Instrumental necesario para la realizacion de un estudio
hemodinamico.

- Medicamentos: sevofluranoy heparina (1000 Ul/ml).

- Instrumental quirdrgico (se aportan numeros de catalogo de
Rudolf Medical Espana S.L.): tijeras rectas de diseccion (RU-
1250-14M) y punta fina recta (RU-2422-11); pinzas diente de
ratén (RU-4135-12), punta curva de diseccion (RU-4240-07) y
punta curva dentada (RU-4240-07), pinzas hemostaticas (RU-
3121-10); y micro-clamp (RU-3930-01).

- Otros: tubos de polietileno, jeringas, catéter intravenoso
Abbocath (24G), ligaduras de seda 3-0, gasas, bastoncillos de
algododn, esparadrapo, tabla quirdrgica, lubricante,
pegamento de contacto, suero fisiolégico, medidor de
temperatura, lupa, luz blanca fria, luz infrarroja, transductores
de presién (T349301B), equipo de monitorizacion de presion
multicanal PowerlLab 8/35 y software de registro y andlisis Lab
ChartReader (AD Instruments).
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PROCEDIMIENTO

Preparacion del animal

1.

2.

3.

Induccién anestésica del animal (sevoflurano 5% en 100% O,).

Colocar al animal en decubito supino sobre la tabla
quirudrgica, inmovilizado por las extremidades y conectado al
circuito anestésico (sevoflurano 2,5%en 100% O,).

Introducir en el recto una sonda de temperatura conectada a
un medidor continuo de temperatura, con ayuda de
lubricante, yfijarlaenla base dela cola (ver Figura 2). Controlar
la temperatura del animal con la ayuda de la ldmpara
infrarroja.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Control de temperatura.

Preparaciony purgado del sistema de monitorizacion

1.

Conectar el sistema de monitorizacion a los transductores
(registro arterial y registro venoso) y al sistema de suero
heparinizado presurizado (ver Figura 3).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Sistema de monitorizacién y registro hemodinamico.

2. Purgarelsistema.Se debe evitarla presenciade burbujasenel
circuito, yaque alteran la medida de la presion.

3. Calibrar el sistema y registrar el “cero”. Recordar que los
transductores de presion se deben colocar siempre a la altura
del corazén delanimal.

Técnica

Canulacién delaarteria carétida

1.

La zona de abordaje es en el cuello, realizando una incision
horizontal de aproximadamente 2 cm (ver Figura 4A).

Disecar con tijeras hasta separar las gldndulas salivales y
exponer los musculos esternocleidomastoideos y
esternohioideos (ver Figura 4B). Aumentar el campo de visién
mediante un punto de traccién y buscar, con la ayuda de
bastoncillos, la arteria carétida (ver Figura 4C).
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5. Introducir el Abbocath de 24G en direccién caudal y cerca de
la ligadura craneal para tener espacio suficiente por el que
avanzar la canula hasta el micro-clamp. Anudar la ligadura

J caudal alrededor de la canula. Abrir el micro-clamp y avanzar

\ 2 B VEaG | . al mismo tiempo la canula hacia el interior del vaso retirando a

| i suvezlaguiainterior (parte metélica) (ver Figura 5C).

Figura 4.- Preparacion del campoy exposicion de la arteria carétida.

6. Comprobarque lasangre fluye, y conectarinmediatamente al
sistema de monitorizacion de presion (previamente purgado)
para comenzar el registro de la presion arterial. Fijar y
asegurar la canula introducida para evitar posibles
movimientosy alteraciones en el registro de la presion.

Canulaciéndelavenaileocdlica

Imagen suministrada por la autoria

1. Lazonade abordaje es la linea media, realizando una incision
longitudinal en la piel ventral de aproximadamente 5-6 cm
desde la sinfisis del esternon (ver Figura 6A). Del mismo modo
se accede a la cavidad abdominal a través de una incision
longitudinal porlalineaalba (ver Figura 6B).

3. Disecar la arteria y pasar dos ligaduras de seda (3-0) por
debajo de la misma, una hacia el extremo craneal y otra hacia
el caudal (ver Figura4Dy4E).

4. Cortar el flujo sanguineo en la zona craneal anudando la
ligaduray sujetar ésta para exponery tensar el vaso (ver Figura
5A). Pre-anudar la ligadura en el extremo caudal y cerrar
temporalmente el flujo con la ayuda de un micro-clamp,
delimitandolazonade entrada dela cdnula (ver Figura 5B).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Preparacion del campo para el abordaje de la venaileocdlica.

2. Colocar una gasa humedecida con suero caliente en el lateral
izquierdo del animal sobre la que se expondran el ciego y
parte delintestino (ver Figura 6C).

3. Tomar como punto de referencia el ciego y extender los
pliegues del mesenterio para exponer la vena ileocdlica (ver
Figura7A).

4. Disecar suavemente, con ayuda de unos bastoncillos, la zona
: ¢ de la vena dénde se procederd a canular (ver Figura 7B).
Imagen suministrada por la autorfa Introducir en direccion a la vena porta un Abbocath de 24G
sinavanzar por el vaso. Retirar la guia metalica dejando sélo la
parte plastica.

Figura 5.-Canulacién de la arteria carétida.
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5. Comprobar que la sangre fluye y colocar una gota de
pegamento en el punto de entrada para inmovilizar la cdnula
(verFigura7Q).

A N
Imagen suministrada por la autoria

Figura 7.-Exposiciony canulacién delavenaileocdlica.

6. Conectar al sistema de monitorizacién para comenzar el
registro de la presion portal (ver Figura 8).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.- Animal conectado al sistema de registro hemodinamico.
Registro hemodinamico

1. Finalizada la cirugia, proceder al registro de las medidas
hemodindmicas tras un periodo de estabilizacién del animal
hasta alcanzar latemperaturaideal (36,5-37,5 °C).
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2. Tras el periodo de estabilizacion, realizar la medicion de las
presiones arterial y venosa, durante 10 minutos.

3. Analizar los registros obtenidos con la ayuda del software de
analisis Lab Chart Reader. Escoger las franjas estables de la
medicién y situar el marcador de referencia en el “cero” del
registro (ver Figura9).

Marcador 'Cero’

Registro Arterial

7 ],
0 S

Registro Venoso - )
Imagen suministrada por la autoria

Figura9.-Ejemplo de un registro hemodinamico visualizado con el
software de analisis Lab Chart Reader.

VENTAJASEINCONVENIENTES

Una vez adquirida la practica necesaria, todo el
procedimiento se puede realizar de forma répida y proporciona
medidas directas de la presion arterial y portal. Sin embargo, al
tratarse de un procedimiento terminal que no permite la
recuperacién posterior del animal, limita el estudio a la realizacién
de una Unica medicién. Esto impide realizar el seguimiento y la
monitorizacion de la evolucion de las presiones del animal a lo
largodel tiempo.

CONCLUSIONES

Gracias al procedimiento descrito se puede obtener un
registro preciso de las alteraciones hemodinamicas desarrolladas
en diversos modelos de dafio hepético en la rata, como por
ejemplo en los modelos de hipertensién portal pre-hepatica
inducida por ligadura parcial de la vena porta o de cirrosis
inducida por la administracion de tetracloruro de carbono (CCl,) u
otros téxicos.
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Uso compartido de equipos medicos en investigacion:
/qué hace un cerdito como tu en un sitio como este?

Fernando Asensio

Responsable del Animalario y el Area Quirtrgica, Unidad de Medicina y Cirugia Experimental, Hospital G. U. Gregorio Marafién

INTRODUCCION

Los humanos compartimos habitat y ecosistema con otros
animales desde hace miles de afos. Nuestro comportamiento
como especie, nuestra fisiologia, nuestro sistema inmunitario y
otras muchas de las caracteristicas que nos definen hoy son fruto
de esta convivencia. Y no se pueden explicar sin tener en cuenta
estas relaciones. El 60% de las enfermedades infecciosas que
padecemos tienen un origen zoonético. Sabemos que hay riesgos
inherentes al contacto con los animales, pero no nos planteamos
romper este vinculo. Los tenemos en nuestras casas, respiramos el
mismo aire, pisamos las mismas alfombras, los llevamos en
nuestros coches, nos ocupamos de su alimentacion y cuidados,
limpiamos los recipientes en los que comen o beben, y hasta
recogemos sus excrementos. Estd demostrado que hacer todo
esto es bueno para nuestra salud ya que mejora nuestra actividad
fisica, tiene efectos cardiosaludables, disminuye el estrés y el
riesgo de padecer enfermedades mentales, nos ayuda a equilibrar
la microbiota, y disminuye la aparicién de alergias en los nifios
fortaleciendo su sistema inmunoldgico.

La sociedad estd cada vez mas concienciada de laimportancia
de asegurar un trato correcto a los animales, que preserve su
bienestar, garantice su proteccion e impida su “cosificaciéon”.
Ademas, la atencion, los cuidados y la asistencia veterinaria que
les prestamos, hacen que tengamos companeros mas sanos y que
el riesgo de que nos transmitan enfermedades sea muy bajo.

Aun asi, han levantado polémica algunas noticias alarmantes
que advertian del uso de instalaciones y equipos médicos
humanos en investigacion con modelos animales. Estas
informaciones critican la utilizacién de espacios hospitalarios para
estudios biomédicos y afirman que existe una normativa legal
quelo prohibe’.
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Desde este articulo, queremos revisar el uso compartido de
instalaciones, equipos y servicios médicos para intentar analizar
las posibles consecuencias.

INSTALACIONES, EQUIPOSY SERVICIOS

En ciencia, es usual que los grupos compartan laboratorios. En
el mismo edificio y simultdneamente. Tanto si trabajan con
muestras humanas, como si lo hacen con muestras de origen
animal. Asi mismo, es frecuente que el mismo equipo humano
procese ambos tipos de muestras, incluso dentro del mismo
proyecto.

Como gran parte del equipamiento es de uso comun, es
absolutamente habitual que estos equipos se usen
indistintamente en investigacion basica, clinica o experimental.
Asi, las exigencias y obligaciones que se deben cumplir, los
requisitos de bioseguridad, las instrucciones técnicas, los
protocolos de trabajo y el resto de las normas estan disefiados
para diferenciar el tipo de muestra en funcién de su estado,
condiciones de manejo, caracteristicas intrinsecas y riesgos, pero
no de su origen. Dicho de otro modo, los equipos se comparten
continuamente. Es cierto que esta practica, de usar de forma
indistinta espacios y equipamientos para el procesamiento de
muestras o para la investigacion en modelos animales, no tiene
riesgo directo para los pacientes; pero si podria llevar asociado el
peligro de comprometer los resultados de proyectos de
investigacién, que suponen inversiones importantes en tiempo,
esfuerzoy recursos.

Por tanto, lo que permite el uso compartido de instalaciones y
equipos es la aplicacién de protocolos que garanticen la
seguridad y que eviten las posibles contaminaciones bioldgicas,
degradaciones ointerferencias en las muestras.
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MARCO LEGISLATIVO, ASPECTOS TECNICOS, RAZONES
SANITARIASY CONDICIONAMIENTOS ETICOS

;Qué dice la legislacion? ;Esta explicitamente prohibido el
uso de equipos médicos en animales? Tras revisar leyes,
reglamentos y decretos; consultar a juristas con experiencia y
conocimientos especificos sobre la normativa que podria afectar
a estas practicas; preguntar a expertos en medicina preventiva,
atencion hospitalaria, imagen médica, bioseguridad, y registro de
productos sanitarios por la AEMPS; y a miembros de comités de
humanizacién de asistencia sanitaria o Comités de Etica de la
Investigacion con medicamentos (CEIm); o directamente a
responsables de la administracion publica... no he encontrado
ninguna norma estatal que lo prohiba o regule, ni he recibido
ninguna informacién sobre leyes o decretos que lo impidan
expresamente; contraria a la aparecida en el articulo periodistico
antes mencionado dénde se hablaba de que existia esta
prohibicion.

El acceso de mascotas a los hospitales esta regulado por una
normativa estatal para los perros de asistencia y, en algunas
comunidades auténomas, hay decretos que permiten la entrada
de los perros de terapia en las mismas condiciones. Son cada vez
mas frecuentes los programas de asistenciay terapia con animales
en hospitales, aprobados por los servicios de medicina preventiva
y apoyados por los comités de humanizaciéon de asistencia
hospitalaria. También, existen en nuestro pais algunos centros
que permiten que los pacientes ingresados reciban a sus propias
mascotas, habilitando areas de encuentro o incluso en sus mismas
habitaciones. Se han publicado estudios™ que demuestran que,
controlando su estado sanitario, implementando protocolos de
prevencion de zoonosis, aplicando protocolos de limpieza,
higiene y bioseguridad adecuados y estableciendo criterios de
acceso y control especificos, son procedimientos seguros
compatibles con las politicas de seguridad del paciente, ya que el
riesgo de que nos transmitan enfermedades esirrelevante.

Respecto al empleo de equipos de medicina humana, en
algunos casos es imprescindible utilizar aparatos disefiados y
fabricados especificamente para animales. Equipos que se
ajusten a sus caracteristicas anatomicas, morfoldgicas,
histolégicas y fisiolégicas. Pero en otras muchas actividades
cientificas, ya sea en la practica clinica o en la experimental, es
usual y perfectamente vélida la utilizacion de equipos
originariamente destinados a medicina humana. Asi ocurre
habitualmente en los hospitales y centros de investigacion,
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especialmente en los quiréfanos y en las unidades de imagen
meédica: ventiladores, monitores, bisturis eléctricos, bombas de
infusion, arcos de radiologia, tomaografos, equipos de resonancia
magnética nuclear y otros muchos aparatos de medicina humana
se emplean con animales en biomedicina®. No hay, en la mayoria
de los casos, razones técnicas que imposibiliten el uso de estos
equipos de medicina humana en animales, al menos cuando el
tamano de las especies es similar y cuando la sensibilidad y la
resolucion de los dispositivos lo permiten.

En cuanto a las razones sanitarias que pudieran desaconsejar
el uso compartido de equipos de imagen, se ha publicado este
mismo afio un articulo al respecto’. En el estudio, compararon la
carga bacteriana, medida en Unidades Formadoras de Colonias
(UFC), de microorganismos patégenos humanos en muestras
tomadas a 18 hombres y 30 perros. En paralelo, midieron la
contaminacién bacteriana de un equipo de resonancia magnética
compartido por perros y humanos, y de otros utilizados
exclusivamente por humanos. El trabajo muestra algunos datos
que pueden parecer sorprendentes:

- La carga bacteriana es significativamente mayor en las
muestras tomadas de las barbas de los hombres que en la que
aparece en el pelodelos perros.

- Se encontraron mas microorganismos en las cavidades orales
humanas que en las de los perros.

- El recuento de UFC, de muestras tomadas de la camilla de
exploraciéon y de las bobinas receptoras de los equipos de
resonancia, mostraron un recuento de bacterias
significativamente menor en los aparatos usados con perros,
en comparacién con los usados en humanos.

En las conclusiones, hacen dos afirmacionesimportantes:

- Loshombres barbudos albergan una carga significativamente
mayor de microbios y mas cepas patégenas para los humanos
queel pelodelos perros.

- La carga bacteriana encontrada en la resonancia compartida
por perros y humanos era sustancialmente menor que en las
utilizadas exclusivamente para humanos. Esto es debido a que
la primera se limpiaba y desinfectaba de forma rutinaria
después de tomarlasimagenes a las mascotas.
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Por tanto, segun estos resultados, los perros no son un
riesgo para los humanos que usan la misma resonancia
magnética, pero las deficiencias en la higiene del hospital si
son unriesgorelevante paralos pacientes.

No se puede afirmar que haya razones sanitarias concluyentes
que impidan el uso compartido de equipos de imagen médica
(teniendo en cuenta que siempre se han de seguir protocolos de
higiene, limpieza y desinfeccion adecuados) después de la toma
de imagenes de los perros y antes de la entrada de los pacientes.
Seria altamente recomendable que, protocolos similares, se
aplicaran de forma habitual en los aparatos destinados
exclusivamente a las pruebas en pacientes.

En cuanto a los argumentos de caracter ético que habria que
tener en cuenta (antes de permitir la utilizacion de equipos
hospitalarios en animales), desde mi punto de vista, habria que
hacer unareflexion con diferentes lecturas ya que, habré personas
que no acepten ocupar la misma méaquina en la que previamente
se ha realizado una prueba a un perro o a un cerdo minipig; pero
estas reticencias serian menores, si los profesionales que
trabajamos en biomedicina fuéramos capaces de transmitir mejor
como los modelos experimentales colaboran en el avance del
conocimiento cientifico en general —-de la medicina en particular-
y cudles son los beneficios directos para los enfermos.

Es indiscutible que la investigacion traslacional, la que llega
antes desde el laboratorio a la practica clinica, esta directamente
relacionada con la experimentacion en el entorno hospitalario y
con la participacion de los profesionales sanitarios en las
diferentes fases de su desarrollo. Y es por eso esencial que, para
que los plazos se acorten y los descubrimientos se integren
cuanto antes en la actividad asistencial, los investigadores
puedan contar con los mejores medios y disponer de los equipos
mas evolucionados. Muchos centros, incluso muchas provincias,
no cuentan con la tecnologia necesaria para afrontar proyectos de
primer nivel y el uso compartido de equipos puede ser la Unica
alternativa viable que tienen los facultativos para realizar sus
estudios.

Impedir el uso compartido supondria la mejora de la
sensacion de seguridad del paciente y la atencién a la sensibilidad
y ala comodidad de aquellos que se pudieran sentir molestos por
ocupar los mismos espacios en los que antes han estado animales.
Pero la prohibicién también tendria consecuencias negativas:
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- Retrasoenlosadelantos cientificos y en el conocimiento.

- Disminucién de la capacidad innovadora de aquellas zonas y
centros con menos recursos.

- Aumento de los plazos para la aplicacion de los
descubrimientos biomédicos a la practica clinica y el
consecuente perjuicio para los pacientes.

- Desconexion entre la investigacion basica y la traslacional y,
por extension, entre los investigadores y los facultativos.

- Perjuicios para la salud y el bienestar de los animales, tanto en
experimentacién como en atencion veterinariaen general.

La investigacion traslacional desempena un papel esencial en
el progreso de la medicina y este avance tiene ventajas
indudables para la sociedad en general. En este contexto, hay que
sefalar que se han puesto en marcha algunas iniciativas que
confirman la estrecha relacion que existe entre la salud de las
personasy los animales, insistiendo en que los conocimientos en
veterinaria y medicina se apoyan y complementan. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) promueve el
concepto One Health, que esta concebido para disefar y
aplicar programas, politicas, leyes e investigaciones en el que
multiples sectores se comunican y colaboran para lograr
mejores resultados de salud publica’. Para que este enfoque
multisectorial funcione, la OMS propone que profesionales de
diversas especialidades, que desarrollan una labor activa en
diferentes sectores, como la salud publica, la sanidad animal, la
salud vegetal y el medio ambiente, unan sus fuerzas para apoyar
suimplantaciéony progreso.

También es interesante conocer las posibilidades que ofrecen
los ensayos clinicos en mascotas con enfermedades oncolégicas,
en lo que se denomina oncologia comparada’. Los perros que
padecen algunos tipos de cancer de manera espontanea son un
modelo excelente para el descubrimiento de estrategias
terapéuticas novedosas. De estas se aprovechan en primer lugar
los propios perros, pero a la vez aportan datos relevantes que se
pueden trasladar rapidamente a la practica clinica humana;
mucho antes que los resultados obtenidos en preclinica con
modelos de laboratorio®™.

En los ultimos afnos, se ha publicado abundante literatura y se
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han implantado varias iniciativas colaborativas de gran
relevancia. Por ejemplo, el Comparative Oncology Trials
Consortium' es una red activa de mas de veinte centros
académicos estadounidenses que esta integrada en el Programa
de Oncologia Comparada del NCI Center for Cancer Research del
NIH™, y que funciona coordinadamente para disefar y ejecutar
ensayos clinicos en perros con céncer y evaluar terapias
novedosas.

Programas de este tipo, que nacen de la cooperacién entre
médicos y veterinarios, son frecuentes en otros paises™ ™. Estas
sinergias, de las que se benefician los pacientes de ambas
profesiones, se basan en la cooperacién, en la incorporacion de
conocimiento de fuentes diversas y, en muchos casos, en el uso

compartido de equiposy recursos ™.

CONCLUSIONES

- Lalegislacion nacional no prohibe ni el acceso de animales a
los hospitales, nila utilizacion de equipos de medicina en otras
especies, por lo que en el debate tendremos que atender a los
argumentos tecnolégicos, cientificos o morales que lo apoyan
orechazan.

- La mayoria de los equipos de medicina humana son
perfectamente compatibles y no hay razones técnicas que
imposibiliten suuso enanimales.

- Siguiendo protocolos de higiene, limpieza y desinfeccion
adecuados, los animales no son un riesgo relevante para los
pacientes que usan las mismas instalaciones y aparatos.

- Si pensamos en la conveniencia de hacerlo, teniendo en
cuenta motivos de caracter ético, deberemos valorar la
relacion coste/beneficio y evaluar las ventajas y los
inconvenientes que se derivan de unay otra postura.
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“Lunes resplandeciente” 0 como Japon intenta
imponer un equilibrio entre la vida personal y laboral

Jesus Martinez Palacio y Maria del Carmen Garcia Ortiz

Técnicos en Prevencion de Riesgos Laborales

Hoy comentamos una noticia de Pablo Uchoa, en la BBC,
buscando los paralelismos y diferencias entre nuestra
realidad ylajaponesa, parareflexionar.

El gobierno de Japén quiere que los trabajadores dejen deira
trabajar una vez al mes, en lo que han llamado el “lunes
resplandeciente”, es decir, que se tomen una manana libre al mes.
Suenaestupendo ;verdad?, aunque quizas nolo sea tanto.

Con esta y otras propuestas similares, el Ministerio de
Economia espera reducir la cantidad de horas que trabajan los
japoneses y motivarlos a llevar una vida mas equilibrada entre lo
personalylolaboral.

Estainiciativa se sumaaladel“viernes Premium’,ideada el afio
pasado por el gobierno para fomentar el consumo. El “viernes
Premium” consiste en incentivar a las empresas para que dejen
que sus empleados acaben su jornada a las tres de la tarde el
ultimo viernes del mes, el dia en que la mayoria recibe su salario.
De esta forma pueden dedicar ese tiempo (y dinero) para viajar y
hacer compras.

El Ministerio comprobd la eficacia del “lunes resplandeciente”
con un experimento que realizd el pasado 27 de Julio, cuando
permitio al 30% de su plantilla tomarse la mafana libre. Animado
por los resultados, la institucion ahora esboza planes para
presentarselos al sector privado japonés. Tanto el “viernes
Premium” como el “lunes resplandeciente” seran voluntarios para
lasempresas privadas.

Trabajos que matan

Desde hace anos, se discute en el ambito laboral el
“presentismo” como oposicién al “absentismo”y que consiste en
estar presente excesivas horas en el centro de trabajo, pero sin
dedicarse a las tareas propias del mismo (estar y no hacer). Creo
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gque muchos podriamos reconocer a algun trabajador
“presentista”.

Pero no es este el caso, aqui hablamos de trabajadores que
realmente trabajan mas de lo estipulado y lo“saludable”. Creo que
también muchos podriamos reconocer estos casos en nuestros
centros de trabajo.

En Japon, las autoridades estan decididas a recortar las horas
de trabajo porque esto se ha convertido en una cuestion de salud
publica. En 2016, una encuesta del gobierno en la que
participaron 10.000 empleados revel6 que mas del 20% decia
estar trabajando, al menos 80 horas extras al mes. En Espaiia,
oficialmente, hay un limite de 48 horas mensuales (estoy seguro
dequeaalgunoseste dato os darisa).

En Japon, desde el afio 1960, se registran en el pais casos de
karoshi o “muerte por exceso de trabajo” provocados,
principalmente, por enfermedades cerebrales y cardiacas
relacionadas con jornadas laborales excesivamente largas. El
gobierno reconocié 236 muertes por karoshi durante el afno 2017.
A esto se sumaron 208 suicidios reconocidos oficialmente como
karojisatsu, cuando un empleado se quita la vida debido a
problemas de salud mental que se originan en el centro de
trabajo.

En Espafa, por ejemplo, se han registrado 687 muertes
totales en el entorno laboral (todas las causas) en ese mismo aino.

Jornadaslaborales demasiado largas

“Las jornadas laborales largas en Japon son un problema
fundamental que nace de la ética laboral y la cultura corporativa
profundamente incrustada en los centros de empleo y el estilo de
trabajo que hay en el pais”, segun Sawako Shirahase, profesor del
Departamento de Sociologia de la Universidad de Tokio.
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Un empleado japonés promedio dedicé el afio pasado 1.710
horas al trabajo. Una cifra no muy alejada de la que se registré en
Espafa el mismo afio 2017, 1.701 horas de trabajo (fuente Europa
press).

Sin embargo, los expertos aseguran que muchos trabajadores
japoneses trabajan mas horas de las que declaran. En un ambiente
en el que se valora el trabajo duro y la lealtad, los gerentes suelen
esperar que sus empleados no se vayan del trabajo antes que ellos.
De nuevo, encontramos un paralelismo en nuestro ambito: no son
pocos los trabajadores, investigadores o becarios que esperan
hasta que el jefe se va de la oficina para salir después de él.

Doble presencia

Desde hace afos, en el Centro de Investigaciones Energéticas,
Medioambientales y Tecnolégicas (CIEMAT) hemos venido
realizando estudios de riesgos psicosociales entre personal
trabajador en experimentacion animal. Desde el primer estudio y
de manera continuada, aparece un factor de riesgo muy claro y
definido como “doble presencia”: este factor se refiere, en
lenguaje politicamente correcto, a la imposibilidad o dificultad
que percibe el trabajador de conciliar la vida laboral y familiar.

Todos sabemos que los animales no pueden quedar
desatendidos por mucho que nuestra jornada haya acabado. Ni
en la mayoria delas ocasiones, un experimento (o dosis, o medida)
puede quedar pendiente hasta la siguiente jornada laboral.

Determinar adecuadamente la carga laboral de los
trabajadores y realizar un disefio “inteligente” de los
experimentos/tareas a realizar (por ejemplo, determinar puntos
“de parada”) puede ayudarnos a evitar este tipo de problemas...
ya que nadie espera que nos vayan a proponer el “lunes
resplandeciente”en nuestros convenios, ;0 si?
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Mi dia a dia con nuestros
companeros bigotudos
en un animalario

de bioseguridad 3

M’ Concepcion Mariscal Madrid
GlaxoSmithKline i+D

Me llamo Conchi y trabajo como cuidadora en el Centro de
Investigacion de Enfermedades de Paises en Desarrollo de
GlaxoSmithKline, enTres Cantos- Madrid.

Estudié Secretariado pero el curso de la vida quiso depararme
con un puesto de cuidadora en el mismo centro en el que sigo
trabajando 15 afos después. Me reciclé, hice varios cursos, entre
ellos el de Técnico en Experimentacién Animal en la Universidad
Auténoma de Madrid; y con ayuda de mis compafieros me fui
adaptando a mi nuevo trabajo, hasta que unos meses mas tarde,
las ratas y ratones eran parte de mi vida diaria. Nunca me lo
hubiera imaginado, pero aqui estaba, rodeada de ellos cada dia y
disfrutando de una experiencia nueva. Desde entonces, mi
trabajo siempre ha consistido en el cuidado de cobayas, ratones y
ratas. Recientemente, he empezado a trabajar con mosquitos,
que tienen unos requerimientos muy diferentes a los de nuestros
pequenos bigotudos, pero esa experiencia la dejo para otra
ocasion.

En nuestro centro, trabajamos investigando frente a malaria,
tuberculosis y durante este afo, empezaremos con
enfermedades entéricas. Toda la actividad se desarrolla dentro de
una instalacion de nivel de contencién bioldgica 3 (NCB3) (ver
Figura 1); asi que, en este articulo os contaré como trabajamos en
estetipodeinstalaciones.




Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Imagen de un cuidador trabajando en una instalacién de nivel
de contencioén bioldgica nivel 3 (NCB3).

El material necesario para el cambio de los animales entra
siempre en carros contenedores a través de un autoclave desde la
zona de lavado limpia; mientras que para el resto de material no
autoclavable, contamos con dos sistemas de doble puerta (SAS),
uno para material pequefo y otro para material mas voluminoso.
Las distintas tareas que llevo a caboalolargo del diason:

- Primero, distribuyo los carros por los diferentes cubiculos,
realizando los cambios de cubetas, biberones y material de
enriquecimiento programado, y mantengo la limpieza de las
habitaciones. Todo el material de cambio sucio lo saco en
carros de contencién -uno por habitaciéon para evitar
contaminaciones cruzadas-, y lo llevo a la zona del autoclave
de salida. Al terminar la jornada, cuando todo el material sucio
esta enlazona, lo saco por el autoclave directamente a la zona
de lavado sucia. Para asegurarnos del buen funcionamiento
de los autoclaves usamos testigos quimicos y bioldgicos,
donde la persona encargada de la zona de lavado sembrara
antes de procesar el material sucio.
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- Al mismo tiempo, hago la revisién diaria de los animales,

avisando de cualquier anomalia que observe al supervisor del
cuidado y éste a su vez, al veterinario responsable o
responsable de bienestaranimal.

- Posteriormente, repongo el material que se necesita en cada
habitacion y (si se ajusta a la planificacion) recojo las
habitaciones vacidandolas por completo, para poder
desinfectarlas mediante fumigacion con vapor de peréxido de
hidrégeno (VHP).

- En los cubiculos dénde trabajamos con tuberculosis, los
animales estan alojados en aisladores de presion negativa.
Aunque, el trabajo que realizamos es el mismo, trabajar dentro
de aisladores es mas complicado y requiere mas tiempo para
realizarlo. Los aisladores disponen de un pequeiio SAS para
meter el material de cambio; y para sacarlo, hay un puerto que
conecta directamente con una bolsa de residuos. Estas bolsas
deben sellarse, y una vez selladas las metemos en carros de
contencién del mismo modo que el resto de material que sale
de la instalacién. Todo lo autoclavamos y posteriormente lo
procesa la persona encargada de la zona de lavado. Este
trabajo siempre lo realizamos dos o tres personas, pero
dependiendo del nimero de animales estabulados que haya
en ese momento; somos una o dos los que estamos dentro del
aislador cambiando y revisando los animales, mientras que la
tercera esté fuera, sellando las bolsas e introduciéndolas en los
carros contenedores.

Y me queda las personas... Para la entrada en una instalacion
BSL3, tenemos que realizar un cambio completo de vestuario,
incluida la ropa interior (nos ponemos una desechable), junto con
el depdsito en las taquillas de entrada de cualquier objeto. El paso
a la zona de biocontencion es a través de las duchas, siendo
obligatorio ducharnos antes de acceder al exterior, dejando toda
laropa de trabajo usada para que se autoclave.

Pues este es mi dia a dia; aunque nuestras jornadas de trabajo
son extensas, sigo manteniendo la ilusion de trabajar con
animalesy dentro de un equipo en el que todos, nos apoyamos.
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Irrupcion de tecnologia CRISPR-Cas 9
en los Servicios de Transgénesis
y Experimentacion Animal: panorama actual

Elena Vuelta, Ignacio Garcia-Tuiidn, Francisco J. Palomero, Roberto Garcia-Vicente,

Pablo Berrocal, Laura Corvo, Maria Herrero, Lucia Méndez y Manuel Sanchez-Martin
Servicio de Transgénesis, plataforma Nucleus de apoyo a la investigacion de la Universidad de Salamanca

INTRODUCCION en este gen y que hoy conocemos como ratones knock-out

(Thomas & Capecchi, 1987).
La transgénesis animal ha experimentado una extraordinaria

evolucion desde sus origenes en la década de los 80 hasta la

“GENE TARGETING”

actualidad. Como punto de partida, cabe mencionar que la DNA gendmico o

v y 2 Inyeccién células ES
generacion de los primeros ratones transgénicos tuvo lugar en el - —lH - modificadasen D

" i 2 . s T : blastocistos

ano 1980, gracias a los experimentos de Palmiter y Brinster, al
conseguir introducir en el genoma del ratén el gen de lahormona o exégen caiecaoniyy Ik Q
de crecimiento de la rata bajo el control de un promotor murino l zﬁg;gg;acwn I Obtencion
(Palmiter et al., 1982). Los resultados obtenidos demostraron que 1 TR TONEG L animales
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introducir de forma directa un fragmento de DNA exégeno en el
pronucleo de un cigoto. Esta rudimentaria técnica, basada en la
insercion al azar de un fragmento de DNA foraneo, experimentd
una notable mejora cuando, en la década de los 90, se llevaron a
cabo los primeros experimentos de modificacion genética sitio-
especifica basados en la recombinacién homologa. Los
novedosos avances en la manipulaciéon genética de las células ES
(del inglés Embrionic Stem Cells) para la generacién de ratones
modificados genéticamente (Bradley et al., 1984) sentaron las
bases para que el cientifico Mario Capecchi utilizara dichas células
para introducir mutaciones en puntos concretos del genoma,
proceso técnico acuhado hoy como gene targeting. Esta
manipulacion sitio-especifica de la célula madre embrionaria
tiene como base fundamental el proceso de recombinacion entre
un fragmento exdgeno de DNA y una secuencia homdloga
especifica del genoma, evento que sucede en muy baja frecuencia
(1x10* - 1x10°), pero que, gracias a la presencia de marcadores de
seleccién posibilita la recoleccién y crecimiento de aquellas
células recombinadas correctamente (ver Figura 1). Esta
metodologia permitié al Dr. Capecchi inactivar por primera vez,
de forma dirigida, el gen murino Hprt en células ES y a partir de
éstas, generar los primeros ratones deficientes especificamente
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Figura 1.- Metodologia de gene targeting empleada en células ES, y su
posterior seleccion para generar modelos animales
modificados genéticamente.

La implantacion de estas elementales técnicas de
modificacion genética proporcioné un enorme impulso al campo
de la transgénesis animal y a los servicios de transgénesis (STGs),
siendo muchos los animales mutantes generados y que aun se
generan en estos STGs gracias a ellas. Sin embargo, es importante
sefalar los inconvenientes que presenta esta metodologia. Entre
ellos, destaca la baja eficiencia del fenémeno de recombinacién
homodloga, el crecimiento en condiciones especiales de las células
ESyelacotamiento de este proceso a sélo algunos linajes de raton
delos que se han derivado estas células ES, clasicamente las lineas
129 y las C57BL6. Esto se traduce en un proceso notablemente
largo, tediosoy caro.

Sin embargo, todo este panorama ha cambiado de forma
radical con la aparicién de las novedosas herramientas de edicion




Reproduccion y genética

gendmica, y en particular de la tecnologia CRISPR/Cas9, la cual en
muy poco tiempo ha revolucionado por completo el proceso que
denominabamos genetargeting.

LA TECNOLOGIA CRISPR/Cas9

El sistema CRISPR/Cas9 (del inglés Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats-Cas associated) tiene su
origen en un rudimentario sistema inmune hallado en procariotas
y cuyo descubrimiento se debe en gran medida a los estudios
gendmicos pioneros del Dr. Mojica en arqueas (Mojica et al., 2005).
Dichos organismos tienen la capacidad de defenderse frente a la
introduccién de material genético exdégeno, procedente de
infecciones viricas, pudiendo identificarlo y degradarlo de forma
especifica. Tal capacidad de reconocimiento viene dada por las
secuencias CRISPR que codifican para unos pequefos RNAs,
denominados crRNAs, con homologia parcial a la secuencia
exogena a degradar. En cuanto a la escision de dicho DNA, esta
viene mediada por laendonucleasa Cas9, capaz de unirse al crRNA
através de otro RNA auxiliar, el tracrRNA (ver Figura 2). Posteriores
estudios llevados a cabo con el sistema CRISPR/Cas9 in vitro han
simplificado ain mas el sistema de manera que un Unico
transcrito de fusion crRNA-tracrRNA, denominado single guide
RNA (sgRNA), sea capaz de dirigir a la nucleasa Cas9 a su secuencia
diana donde producird un corte en ambas cadenas de la doble
hélice. El reconocimiento especifico de la secuencia diana se lleva
acabo mediante 20 nucleétidos de laregion del crRNA delaguiay
la secuencia complementaria diana donde obligatoriamente
debe existir un pequeno motivo PAM (del inglés, Protospacer
Adjacent Motif) de tres nucledtidos en el extremo 3'de la secuencia
diana (Mojica & Montoliu, 2016) (ver Figura 3).
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Figura 2.- Sistema de inmunidad adaptativa mediado por CRISPR/Cas9,
presente enarqueas.
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Figura 3.- Complejo ribonucleoprotéico Cas9-RNA. A. Componentes en
el sistema CRISPR presentes en arqueas. B. Modificaciéon del
sistema CRISPR utilizando transcritos de fusién crRNA-tracrRNA
(sgRNA) en mamiferos.

La capacidad de generar de forma precisa rupturas de doble
cadena (DSB, del inglés Double Strand Break) en el genoma abrié
de inmediato un gran abanico de posibilidades en el campo de la
biologia molecular. Este fendmeno, unido a los conocimientos
existentes acerca de los mecanismos celulares de reparacion del
DNA, brindaba dos prometedoras vias de modificacién del
genoma. Por un lado, el proceso de reparacién de estos DSBs
puede darse a través de la union de extremos no homdlogos o
NHEJ (del inglés Non Homologous End Joining). Mediante este
mecanismo, la célula unelos dos extremos de DNA generados por
el corte, introduciendo o eliminando varios nucleétidos durante
el proceso lo cual originard mutaciones denominadas indels
(inserciones/deleciones). Si la rotura se produce en una region
codificante de un gen estas mutaciones podrian ocasionar con
gran frecuencia desfases en el marco de lectura y generar una
proteina truncada que resultaria en el mal funcionamiento o
incluso silenciamiento del gen (knock-out) (ver Figura 4).
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Figura4.- Mecanismos celulares de
cadena (DSBs) en el DNA.
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Por otra parte, en la reparacion de los DSBs pueden verse
implicados mecanismos basados en la recombinacién homologa
(HR). En este proceso, en el que es necesaria la presencia de una
molécula de DNA homologa, el fragmento escindido es reparado
al utilizarse como molde dicha molécula. De esta forma,
introduciendo un DNA molde apropiado, el mecanismo de
reparacion por HR puede utilizarse para introducir alteraciones en
un gen concreto, pudiéndose generar asi animales knock-in (ver
Figura4).

EL SISTEMA CRISPR/Cas9 EN LOS SERVICIOS DE
TRANSGENESIS

La enorme simplicidad y la gran eficacia de la tecnologia
CRISPR/Cas en cualquier tipo celular de cualquier organismo, entre
ellos el raton, ha incrementado enormemente el trabajo de los STGs
los cuales han incorporado esta tecnologia en su rutina diaria. Esta
metodologia ha reducido significativamente el tiempo y coste en la
generacién de ratones mutantes, especialmente de los ratones
knock-out (KO).

En cuanto a la metodologia, los componentes del sistema
CRISPR/Cas9 pueden ser introducidos bien en forma de RNA
(sgRNAs y RNA mensajero de Cas9) o bien en forma de
ribonucleoproteina (RNP), al formarse un complejo entre los sgRNAs
y la proteina Cas9 unida a ellos, siendo esta opcion una de las més
elegidas por los STGs por su elevada tasa de edicién. Tanto los
sgRNAs como el RNA mensajero de Cas9 pueden sintetizarse en el
propio STG, mediante transcripcién in vitro de su secuencia
codificante, contenida en un plasmido. En cuanto a la Cas9 en forma
de proteina, aunque puede ser generada en el STG, lo habitual y més
sencillo es adquirirla comercialmente ya sea en forma de RNA o de
proteina.

La microinyeccién de tales componentes de forma directa en el
prontcleo de un ovocito fertilizado activaréd en el cigoto los
mecanismos de reparacion no homodloga con alta frecuencia.
Dichos mecanismos conducirdn a la generacién de indels en la
secuencia diana que, en la mayoria de los casos, conllevaran al
silenciamiento de dicho gen si la rotura se produce en los primeros
exones o exones claves para la actividad proteica, por lo que el
animal resultante poseera un fenotipo KO. La aleatoriedad en el
tamano de estos indels generados, hace necesario en todo caso, un
minucioso genotipado de los animales obtenidos por parte del STG.
Para ello, serd necesario realizar una extraccion de DNA a partir de
una pequefa biopsia del animal. A continuaciéon, se deberan
emplear técnicas moleculares, como es la PCR, utilizando
oligonucledtidos especificos para amplificar la region diana y
realizar su posterior secuenciacion. Es, en ultima instancia, el analisis
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de dicha secuencia el que permitirda determinar si la edicion
producida por el sistema dara lugar a la inactivacion del gen en
cuestion (verFigura 5).
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Figura5.- Proceso de genotipado de los animales genéticamente
modificados obtenidos.

Sipor el contrario el STG quiere generar un mutante tipo knock-
in (KI), es necesario proporcionar, junto con los componentes del
sistema CRISPR/Cas, un DNA molde o template, flanqueado por
brazos de homologia a la regién diana de ente 100 y 500 pb. En este
caso, se promoveran en gran medida los mecanismos de reparacion
mediante recombinacion homologa, obteniéndose asi inserciones
sitio-especificas con una mayor eficiencia. En este tipo de
estrategias, un aspecto que debe tenerse en cuenta es que, en
ocasiones, el DNA utilizado como molde contiene también la propia
secuencia diana del sistema CRISPR, por lo que seria cortado. El
enfoque mas simple y efectivo para evitar este efecto sobre el
template consiste en sintetizar este desprovisto de la secuencia
PAM, imprescindible para la acciéon de la Cas9. En el caso de
templates de secuencias codificantes lo general es sustituir la
secuencia PAM implicada en la codificacion de un determinado
aminodcido por otro triplete degenerado para evitar un cambio de
sentido. Son muchos los modelos animales que pueden generarse a
partir de esta metodologia, entre otros muchos ejemplos
encontramos: modelos que contienen secuencias exodnicas
flanqueadas por sitios lox P y que permiten la eliminaciéon
condicional de tales segmentos génicos; modelos animales
conteniendo construcciones génicas que expresan la proteina
fluorescente verde (GFP, del inglés Green Fluorescence Protein)
fusionada a determinados genes; modelos que contienen fusiones
de genes enddgenos con tags o etiquetas que permitan monitorizar
la expresion proteica de dicho gen o, sencillamente, modelos knock-
in puntuales en los que se alteran de forma especifica secuencias
codificantes (ver Figura 6). De esta forma, la longitud de los
templates utilizados variara en funcién del tipo de cambio que se
pretenda introducir y con ello el coste de dicho DNA sintético,
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normalmente adquirido de casas comerciales en forma de ssDNA
(singlestrand DNA).
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Figura6.- Posibles modificaciones que pueden obtenerse mediante el
sistema CRISPR/Cas9 y los mecanismos de reparacién por
recombinacién homéloga.

Una nueva forma alternativa a la microinyecciéon de estos
componentes CRISPR en zigotos y que promete revolucionar ain
mas los STGs es la basada en la electroporacion de embriones
preimplantacionales. Este método, denominado CRISPR-EZ,
posibilita la introduccién de los componentes del sistema en forma
de RNP, a través de unos pequeifios poros generados en las
membranas celulares mediante pequenos pulsos eléctricos
(Modzelewski et al., 2018). A diferencia de la microinyeccion, este
sistema nos brinda la oportunidad de manipular una gran cantidad
de embriones al mismo tiempo, lo que supone un gran avance en
eficiencia, simplicidad y coste. Los primeros experimentos llevados a
cabo con esta tecnologia han reportado resultados prometedores.
Este es el caso de un ensayo llevado a cabo por nuestro STGen el que
se escogid como gen diana del sistema CRISPR/Cas9 el locus
reportero de la tirosinasa (Tyr). La inactivacion de los dos alelos del
gen de la tirosinasa (Tyrc/Tyrc) da como resultado un fenotipo
albino, mientras que la existencia de al menos un alelo funcional de
dicho locus da lugar a animales con coloracion en el pelaje. De esta
forma, el uso del locus Tyr como gen diana del sistema CRISPR/Cas9
permitiria evaluar la eficiencia de dicha tecnologia. Los resultados
obtenidos tras la electroporacién de embriones murinos de
genotipo (TyrC/TyrC) y coloracion en el pelaje reflejaron la alta
eficiencia del sistema, al obtenerse animales albinos y quimeras en
unaalta proporcién (ver Figura 7).
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Figura7.- Fenotipos obtenidos tras la electroporaciéon de embriones
murinos con el sistema CRISPR/Cas9. Se muestran dos ratones
WT y uno mosaico, reflejo de la edicion del locus Tyr por parte
del sistema.

LA CARA OSCURA DEL SISTEMA CRISPR/CAS9

No obstante, y pese a que la tecnologia CRISPR/Cas9 ha
transformado los STGs y el campo de la transgénesis animal con una
precision, eficiencia y facilidad sin precedentes, el sistema no esta
exentodeinconvenientes.

Uno de los mas estudiados es la existencia de los denominados
off targets, término que hace referencia a ediciones no
intencionadas, acontecidas en puntos del genoma diferentes a la
secuencia a modificar. Concretamente, para el caso de la generacion
de un modelo murino, este tipo de inconveniente resulta facilmente
subsanable ya que el alelo con la modificacion genética deseada
puede ser segregado mediante cruces, mientras que las
proporciones alélicas de los posibles off targets producidos van
diluyéndose através de las generaciones hasta desaparecer.

Otra de sus principales desventajas asociadas es la generacion
de animales mosaico. Estos animales son el reflejo de que el sistema
CRISPR/Cas9 no haactuado sélo en embriones en fase de una célula,
sino en etapas posteriores del desarrollo embrionario, en las que se
han dado mas divisiones celulares. Como consecuencia, alguna o
algunas de estas células embrionarias han sido editadas mediante el
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sistema, pero existen otras que no han sufrido modificacién alguna
o la modificacién ha sido diferente. El animal resultante serd un
mosaico, portador de células con diferentes secuencias alélicas para
el gen a modificar (ver Figura 8). Esta edicion no uniforme, hard que
el animal pueda trasmitir a la descendencia una variante u otra, que
dependera del grado de contribucion del linaje celular con la
mutacién deseada a la linea germinal. De forma anéloga, dado que
el resultado de la reparacién de los DSB generados por el sistema es
heterogéneo, puede producirse lo que se conoce como
multiplicidad de alelos. En estos casos existen mas de dos variantes
alélicas generadas para un mismo loci por el sistema de edicién, por
lo que el animal serd portador de tres o mas alelos diferentes y sus
consiguientes proporciones (ver Figura 8).
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Figura 8.- Posibles animales generados a partir de la microinyeccion de
los componentes del sistema CRISPR/Cas9 en embriones
murinos.

En consecuencia, la obtencién del modelo animal final deseado
requiere, en primer lugar, de una caracterizacién minuciosa de las
variantes alélicas generadas, realizada mediante genotipado y, en
segundo lugar, de la segregacion del alelo de interés. El genotipado,
que antes lo realizaba el STG mediante PCR especifica del transgén,
ahora se complica aun mas ya que la zona diana debe de
secuenciarse para determinar la mutacion exacta que se ha
inducido. Por otro lado, la segregacion debe llevarse a cabo
mediante cruces, y esta puede ser mas o menos laboriosa en funcién
del grado de contribucion de la modificacion deseada a la linea
germinal, que hace que se vean alteradas las proporciones
mendelianas. Esto puede enlentecer de manera notable la
generacién del animal knock-out por parte del STG. Ademas, dada la
eficacia del sistema en cuanto a la induccién de mutaciones tipo
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indel en el locus diana, una sola sesiéon de microinyeccion de CRISPR
dard lugar a distintos animales mutantes. Es en este momento en el
cual elinvestigador tiene la disyuntiva de si elegir solo uno de ellos y
desechar al resto o por el contrario mantenerlos a todos por si esa
mutacion (diferente) en cuestion puede aportar conocimiento
crucial en posteriores ensayos. Esta disyuntiva conlleva que en
muchos de los casos se opte por la criopreservacion de estas nuevas
lineas mutantes paralelas, ya sea mediante la congelacién de
embriones o de esperma, lo cual aumentard la carga de trabajo del
STG.

De este ultimo punto se deriva uno de los grandes problemas a
los que deben hacer frente los STGs, y no es otro que la gestion de
estas colonias para su criopreservacion. Esta gestion, que engloba el
mantenimiento y control reproductivo de las colonias, su
genotipado complejo, fenotipado, y criopreservacion, entre otras
tareas, requiere de un considerable aporte de recursos, tanto
econémicos como de personal cualificado.

Sea como fuere, estamos asistiendo en primera persona y de
forma privilegiada, a una transformacién vertiginosa en la
metodologia que los STGs llevan a cabo para la generacion de
ratones modificados genéticamente y que parece no tener limites
en cuanto a nuevas aplicaciones y a nuevas especies modelo dada
su universalidad. Todo esto sin duda transformara paralelamente a
los Servicios de Experimentacion Animaly sus animalarios.
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Nuevo libro sobre equipamiento
Yy monitorizacion en anestesia veterinaria

Javier Benito de la Vibora
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Cuantas veces no te has preguntado: ;qué monitor me vendria
bien para una rata?, ;qué ventilador me recomiendas para un
conejo?, ;existen sondas de temperatura para ratén?, ;cual es el
mejor laringoscopio para intubar un cerdo?, ;y una oveja?, ;puedo
utilizar concentradores de oxigeno para usar en mi maquina de
anestesia?, ;cuales son los mejores monitores multiparamétricos
que existen actualmente en el mercado?...

Recientemente, la editorial Wiley Blackwell ha publicado un
libro sobre Equipamiento y Monitorizacion en Anestesia Veterinaria
(Veterinary Anesthetic and Monitoring Equipment), editado por las
Dras. Kristen G. Cooley y Rebecca A. Johnson de la Universidad de
Wisconsin (ver Figura 1). Este libro, dentro de los multiples libros
que se pueden encontrar en el mercado actual, destaca por
dedicarse exclusivamente a la monitorizacion y al equipamiento
existente en anestesia veterinaria. Su objetivo es mostrar en detalle
y con explicaciones claras, el distinto equipamiento y
monitorizacion que podemos encontrar, actualmente, en anestesia
veterinaria.

Veterinary Anesthetic and
Monitoring Equipment

Edited by
Kristen G. Cooley - Rebecca A. Johnson
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Figura1.- Portada del libro Veterinary Anesthetic and Monitoring
Equipment, editado por las Dras. Kristen G. Cooley and Rebecca
A.Johnson, el pasado octubre de 2018.
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Al comentar y recomendar este libro a todos los SECALeros y
lectores de larevista Animales de Laboratorio que realizan anestesia
habitualmente, o a aquellos que necesitan equipamiento de
anestesia en algiin momento para sus centros de trabajo, me
gustaria destacar la presencia de buenas imagenes, buenas
explicaciones con diagramas especificos y algunas guias para
solventar problemas cuando se producen circunstancias no
esperadas con el equipamiento y la monitorizaciéon. También cuenta
con explicaciones y conceptos especificos de fisica y mecénica
aplicada para entender mejor el funcionamiento del equipamiento
y lamonitorizacién que utilizamos en anestesia.

Ellibro cuenta con capitulos especificos de equipamiento sobre
bombonasy tuberias para distribucién de gases en las instalaciones,
concentradores de oxigeno, vaporizadores, ventiladores,
equipamientos de humidificacion y presion positiva, sistemas de
desecho y eliminacién de gases anestésicos, laringoscopios, tubos
endotraqueales y mascarillas supragléticas, equipamiento y
monitores en especial para salas de resonancia magnética...

El texto cuenta ademds con capitulos especificos y detallados
de monitorizacion como son los de equipamiento cuando
utilizamos bloqueantes neuromusculares, sistemas automaticos y
digitales de registro de hojas de anestesia, monitorizacion de todo
tipo de gases, monitorizaciéon cardiovascular, monitorizacion
respiratoria, e incluso ofrece guias clinicas de mantenimiento de los
equipos y los monitores. El capitulo 28, sobre la limpieza y
esterilizacion del equipamiento, ha sido coescrito por Cristina de
Miguel Garcia, espanola diplomada europea en anestesia y
analgesia veterinaria.

Este libro, aun no siendo un texto especifico de animales de
laboratorio, cuenta con capitulos de equipamiento y monitorizacion
en especies habituales dentro de los animales de laboratorio, como
son los rumiantes y cerdos, conejos, peces y anfibios, reptiles, y
primates no humanos.

Particularmente, me gustaria destacar el capitulo 34 del libro
(ver Figura 2), dedicado en especial al equipamiento y
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monitorizacién en anestesia de roedores, y que cuenta como
autores a los doctores Mario Arenillas y Rebeca A. Johnson. Mario
Arenillas es el actual veterinario designado en el Area de Cirugia
Experimental del Hospital Universitario de Getafe en Madrid y es
socio de la SECAL desde 2003. Mario acaba de finalizar,
recientemente, una residencia europea en anestesia en la
Universidad Complutense y se esta convirtiendo en un referente en
anestesia veterinaria como ya demostro en los talleres practicos de
anestesia en cerdos en el congreso de la SECAL celebrados en las
Palmas de Gran Canariaen2017.

Unique Species Considerations: Rodents
Mario Arenillas Baquero' and Rebecca A. Johnson?

" Veterinary Clinical Teaching Hospital, Complutense University of Madrid, Madrid, Spain
“ School of Veterinary Medicine, University of Wisconsin, Madison, Wisconsin, USA
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Figura 2.- Detalle especifico del capitulo 34 del libro Veterinary Anesthetic
and Monitoring Equipment, coescrito por nuestro companero
de la SECAL Mario Arenillas de la Universidad Complutensey la
Dra. Rebecca A. Johnson de la Universidad de Wisconsin, y
dedicado al equipamientoy monitorizacion en roedores.

El precio del libro oscila entre los 90y 115 euros para el texto
en formato tapa dura y un poquito mas para el formato e-book
segun las librerias que visitemos o las plataformas de venta en
internet. Esperemos que pronto la editorial se decida a editar una
version traducida al castellano.

Este libro, lejos de convertirse en un mero catdlogo de
equipamiento disponible, es un verdadero libro de consulta y
apoyo para todos aquellos que realizan anestesia o que tienen
que aconsejar sobre equipamiento y monitorizacién para
procedimientos anestésicos.

Resenadellibro

- Versionlibrotapadura: 552 paginas.

- Version e-book (disponible en algunas plataformas de venta
porinternet), con tamano del archivo de 106839 KB.

- Editorial: Wiley-Blackwell; Primera Edicién, octubre de 2018.

- Idioma:Libroeninglés.

- ISBN-10:1119277159.

- ISBN-13:978-1119277156.

Otrasrevisionesy criticas sobre este libro

- Natalia Henao-Guerrero. Book Reviews. JAVMA
2019;254(6):693
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Otros libros sobre equipamiento en anestesia - libros
especificos de medicinahumana (ver Figura 3)
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ANESTHESIA
EQUIPMENT

Principles and Applications
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Figura 3.- Otros textos de medicina humana disponibles comercialmente
sobre Equipamiento en Anestesia. Ver referencias
bibliogréficas.
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Dia de Precongreso en Anestesia
de Animales de Laboratorio

Javier Benito de la Vibora

Centre Hospitalier Universitaire Vétérinaire (CHUV). Faculté de Médecine Vétérinaire (FMV). Université de Montréal (UdeM), Canadd

El pasado mes de Marzo se celebroé en Bristol (UK) la reunién de
primavera (spring meeting) de la Asociacion de Anestesistas
Veterinarios (AVA, https://ava.eu.com). El fascinante programa
incluia, en esta ocasion, un dia de precongreso (Pre Congress day),
dedicado en su totalidad a anestesia y analgesia de animales de
laboratorio, con 6 horas de charlas de verdaderos expertos
reconocidos a nivel mundial en la materia (ver Figura 1). Ademas y
ya durante el congreso propiamente dicho, se trataron de manera
monogréfica, temas como la fisiologia del dolor, las distintas
controversias actuales para la utilizacién de antiinflamatorios no
esteroideos durante el periodo perioperatorio y, finalmente, la
anestesia de pacientes con disfuncién respiratoria.

Timetable
Wednesday 20th of March - Pre Congress day

Start Finish  Activity Speaker Venue
time time
9.00 10.15 Laboratory animal anaesthesiais  Dr Polly Taylor Ballroom
not "just more species”:
laboratory animal anaesthesia is
not just more species - ethics and
legislation
10.15 1045 break Wessex
10.45 11.30  Anaesthesia of ruminants Professor Eddie Ballroom
Clutton
11.30 12.15 Mechanisms of anaesthesia, Dr Kathy Murphy Ballroom
neuroanaesthesia and why they
mater
1215 12.45 Anaesthesia for rodents Professor Paul Ballroom
Flecknell
12.45 13.45 lunch Wessex
13.45 14.30 Analgesia for rodents Professor Paul Ballroom
Flecknell
14.30 15.00 Analgesia and analgesia for Dr Kathy Murphy Ballroom
primates
15.00 15.30 break Wessex
15.30 16.15  Anaesthesia of pigs Mrs Delphine Ballroom
Holopherne-Doran
16.15 17.00 Quiz Ballroom
19.00 21.00 Welcome reception SS Great
Britain

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Programa de conferencias del Pre Congress day en la reuniéon de
primavera de la Asociacion Veterinaria de Anestesistas (AVA),
celebradaafinales de Marzo en Bristol.

La Dra. Polly Taylor fue la primera ponente ese dia de
precongreso monotematico en anestesia de diferentes especies de
animales de laboratorio, con una charla sobre ética y legislacion
actual en animales de laboratorio en el Reino Unido y en Europa;
anticipando con pinceladas las consecuencias del Brexit (ver Figura
2). Ellaindicaba en esta charla, que el dafno-beneficio (dafo para el
animal, beneficio para la sociedad) del procedimiento o
procedimientos con protocolos analgésicos y anestésicos forma
parte del proceso de revision que decide si la investigacion esta
permitida. La Dra. Taylor manifesté que la anestesia y la analgesia
actual para todas las especies de animales de laboratorio en
investigacion supone un desafio y requiere al maximo de las
habilidades y conocimientos de anestesistas especialistas y la
comprension fundamental del arte y la ciencia de los anestesistas
paranointerferirenlos resultados de los objetivos principales.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Conferenciaimpartida porla Dra. Polly Taylor.

El Dr.Eddie Clutton, de la Universidad de Edimburgo, impartio
una conferencia sobre la anestesia en rumiantes utilizados en
investigacion (ver Figura 3). El Profesor Clutton explicd que en
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comparacion con los roedores de laboratorio, poco se sabe acerca
de los requisitos Unicos de las especies agricolas, en particular los
rumiantes, en el entorno del laboratorio, y en concreto las
especies de origen comercial. El reconocimiento del dolor en los
rumiantes se complica por su propension a quedarse paralizados
o"congelados”, decia él, en lugar de luchar o huir. Los factores que
afectan a las técnicas anestésicas y analgésicas en los rumiantes
son principalmente las especies empleadas, la edad, su masa
corporal, la raza, el estado reproductivo, el origen de los propios
animales utilizados y el experimento en si, es decir, recuperacién
versus procedimientos terminales, severidad, duracion, y estudios
detraslacion versus de desarrollofisiolégico.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- El Dr. Eddie Clutton, de la Universidad de Edimburgo, al
comienzo de su intervenciéon hablando de anestesia y
analgesia en rumiantes utilizados en investigacion.

La Dra. Kathy Murphy, de la Universidad de Newcastle,
compartié con los asistentes dos interesantes charlas. En una de
ellas -sobre mecanismos de anestesia, neuroanestesiay el porqué
de su importancia- nos proporcioné una descripcion general de
los mecanismos de la anestesia junto con algunos ejemplos de
casos que demuestran como se utiliza este conocimiento al
disenar protocolos para estudios de neurociencia. Recordo, que
los farmacos anestésicos son particularmente importantes en el
campo de la neurociencia tanto como neuroprotectores como
neurotoxicos. En su segunda charla (ver Figura 4), comenté como
el refinamiento mediante la selecciéon cuidadosa de métodos
anestésicos y analgésicos en los procedimientos con primates
contribuye a mejorar el bienestar animal y la calidad de los datos
cientificos obtenidos, maximizando asi el beneficio del uso de
estos primates no humanos. También aprovech6 para revisar las
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consideraciones especificas de las diferentes especies y los
protocolos apropiados de medicamentos y manejo, junto con
algunos consejos practicos, trucosy también errores tipicos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura4.- La Dra. Kathy Murphy, de la Universidad de Newcastle, al
comienzo de su intervencién hablando de anestesia y
analgesia en primates utilizados en investigacion.

Y, por supuesto, encontrandonos en el Reino Unido y en una
sesion tan importante sobre anestesia y analgesia de animales de
laboratorio, no podia faltar el Dr. Paul Flecknell, que siempre
aporta algo nuevoy algo sobre lo que pensar en sus charlas. El Dr.
Flecknell abordé en esta ocasién el hecho que muchos
investigadores y veterinarios parecen considerar que la anestesia
de roedores solo necesita una tabla de dosis o0 una maquina de
anestesia y un vaporizador de isofluorano, ignorando el impacto
que los protocolos de anestesia inadecuados o subdptimos
pueden tener en los resultados de la investigacion y en el
bienestar animal. Para el Dr. Flecknell, los anestesistas veterinarios
con especializaciéon en animales de laboratorio pueden contribuir
a mejorar la practica anestésica en los institutos y centros de
investigacion, lo que beneficia el bienestar animal asi como la
calidad de los datos de investigacién recogidos. En una segunda
charla sobre ;Cémo podemos manejar eficazmente el dolor en
roedores de laboratorio?, el Dr. Flecknell indicaba que mientras
sea necesario utilizar animales en la investigacion biomédica, es
un requisito legal y ético que minimicemos el dolor y la angustia
que los procedimientos de esta investigaciéon puedan causar. Si
consideramos que casi todos los analgésicos se desarrollaron en
roedores, antes de su uso en el hombre -recordaba al




recientemente fallecido descubridor del ibuprofeno, el Dr.
Stewart Adams y sus estudios en roedores- parece evidente que
investigadores y anestesistas veterinarios deben colaborar con la
comunidad investigadora para contribuir al desarrollo de
estrategias en el tratamiento del dolor en roedores de laboratorio
(verFigura5).
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Figura 5.- Presentacion del Dr. Paul Flecknell, durante su intervencién
hablando de analgesia enroedores.

Y, finalmente, la Dra. Delphine Holopherne-Doran, de uno de
los centros de referencia veterinarios mas importantes del Reino
Unido, el Highcroft Veterinary Referrals, nos hablé de la anestesia
y analgesia en cerdos dedicados a investigacion (ver Figura 6).
Parece evidente que dadas las numerosas similitudes anatémicas,
fisiologicas y patoldgicas que comparten con los seres humanos
sean uno de los modelos animales mas populares en
investigacion biomédica y traslacional. Indicaba ella sorprendida,
que tener un buen conocimiento y comprension de las
especificidades de la especie en términos de anatomia, fisiologiay
farmacologia, es esencial pero que esta lejos de ser suficiente. Al
igual que anteriores ponentes recalcaba que el anestesista de
procedimientos experimentales con cerdos tiene un papel clave
quejugar.
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Figura6.- La Dra. Delphine Holopherne-Doran, del Highcroft Veterinary
Referrals, al comienzo de su intervencion hablando de
anestesiayanalgesiaen cerdos.
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Manejo de ratones individualizados

Roger Grifols', Carolina Zamora', y Garikoitz Azkona’

'Charles River Laboratories
’Parc de Recerca Biomédica de Barcelona (PRBB)

INTRODUCCION

El Real Decreto 53/2013 establece que los animales, excepto
los que sean por su naturaleza solitarios, deben de ser alojados en
grupos estables de individuos compatibles. Los roedores al ser
especies sociales se deben alojar en grupos, ya que la falta de
apoyo social tiene efectos negativos"?. En este sentido, existen
evidencias que demuestran que la individualizacion de ratones
conlleva fenotipos conductuales de hiperactividad, una
reduccion ala habituacién de estimulos y alteraciones cognitivas’.
Todos estos cambios conductuales vienen acompanados de
cambios epigenéticos globales en el cerebro®. Sin embargo, hay
discrepancias respecto al alojamiento en grupo de ratones
machos’, ya que se recomienda el alojamiento individual de los
machos de cepas muy agresivas como Swiss/CD-1y FVB®.

Si bien la idea general es mantener siempre grupos estables
de individuos con el fin de maximizar su bienestar, en el dia a dia
hay situaciones como heridas por peleas, enfermedades,
recuperacion post-operatoria o0 muerte de los companeros que
hacen que debamos individualizar ciertos animales.

El objetivo de este articulo es describir las estrategias
utilizadas en el animalario del Parc de Recerca Biomedica de
Barcelona (PRBB) para evitar el aislamiento social y el manejo de
los ratones que por diversos motivos han de vivir solos.

ESTRATEGIAS PARA NO INDIVIDUALIZAR RATONES
Reagrupacion de hembras

En nuestras instalaciones agrupamos hembras de la misma
linea y usuario sin tener en cuenta la edad hasta un méximo de 5
hembras en cubetas 1145T de Tecniplast. Cada hembra lleva una

47

marca en la oreja que la diferencia del resto de hembras, que
queda reflejada en la tarjeta identificativa y en la plataforma
informatica.

Las cubetas con una uUnica hembra reagrupada tienen el
etiquetero senalizado con un trozo de cinta azul donde se indica el
numero identificativo (ID) de lahembrareagrupada (ver Figura 1).

e
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Figura 1.- Cubeta conunahembrareagrupada.

Si se reagrupa mas de una hembra la cubeta se identifica con
una tarjeta blanca del tamano de la tarjeta ID en la que se anota la
linea, el nimero ID de todas las hembras que hay en la cubeta y el
acrénimo del usuario (ver Figura 2).
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Figura 2.- Cubeta con dos hembras reagrupadas. En rojo, las siglas del
usuario y de la linea. En azul, el nUmero identificacién (ID) de
cadaunadelashembrasque hay en la cubeta.

Todas las modificaciones de marca en la oreja que surjan de la
reagrupacion se deben actualizar en la plataforma informatica.

Las hembras para cruces con fecha conocida se pueden
reagrupar con otras hembras utilizadas para el mismo fin, siempre
y cuando tengan marcas que las puedan diferenciar. Una vez
comprobado si ha habido o no tapén vaginal, en un trozo de cinta
de color se anota: nimero ID de la hembra, nimero ID del macho
con el que se ha puesto a cruzar, fecha de revision del tapon y si el
tapon ha sido positivo o negativo. Esta cinta se genera para cada
hembray se deja en el etiquetero (ver Figura 3). Los casos positivos
se identificaran con una etiqueta de cruce de color verde, para
poder diferenciar de la que habitualmente utilizamos para cruces
queesde colorrosa (ver Figura4).

TG-CU-BI-__-H 170056366

C57BL/6J No procede
JMC-07-1001P3-TG 14/09/2017

Muerte | | Sac Exp | | FBaja -
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Figura 3.- Identificacion de hembras utilizadas para cruce con fecha
conocida, en la que no se ha observado tapén vaginal (plug
negativo).
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Figura4.- Cubeta con tapdn vaginal positivo.
Reagrupacion de machos

En el caso de los machos la agresividad condiciona la edad de
reagrupacion. En nuestro animalario hemos establecido que, si al
destete tenemos un macho solo, lo podemos reagrupar con
machos de la misma linea que no sean mayores de una semana.
De esta forma en un ailo hemos conseguido reducir un 31,5% los
casos de machos individualizados, sin observar un aumento en
heridas debido a peleas’.

Si podemos reagrupar un macho recién destetado, la cubeta
seidentificard con un trozo de cinta naranja dénde escribiremos el
simbolo &' sequido del nimero ID del animal reagrupado (ver
Figura 5), asi podremos controlar como se restablece el grupo
social. Si es necesario, se remarcard el animal reagrupado para que
las marcas no coincidan con el resto de los animales de la cubeta.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Cubeta con un macho reagrupado recién destetado.




Bienestar animal

En el caso de no haber ninguna cubeta dénde reagrupar al
macho, ésta se identificara mediante una tarjeta naranja en la que
pone individualizado, indicando la fecha y, ademas, se pondra,
una cinta naranja con el simbolo 3y el nimero del animal (ver
Figura 6), con lo que nos aseguramos de que no la perderemos de
vista durante la semana. Haciendo una busqueda en la plataforma
informética podemos saber si en los 7 dias siguientes habra algin
destete de lamisma lineay usuario. De este modo si localizamos la
cubeta de cruce ya podemos verificar si habra algin macho a
destetar que se podra reagrupar con el que ha quedado solo.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Macho que no se ha podido reagrupar al destete y que espera
serreagrupado durante la semana posterior a su destete.

Macho acompaiiante

En ocasiones, a un usuario solamente le interesa uno de los
machos de una cubeta en la que cohabitan mas de un animal
debido a su genotipo. En estos casos mantenemos vivo uno de los
animales con el genotipo que nos interesa, que hard de
acompanfante al macho de interés durante toda su vida®. Almacho
que no hemos eutanasiado lo denominamos acompanante y en
su tarjeta identificativa se subraya el nimero de identificacién con
fluorescente y con rotulador rojo se escribe "ACOMPANANTE” (ver
Figura 7). Posteriormente, en la plataforma lo identificamos
anotando en la casilla de “modificados genéticamente”la palabra
“Acompanante”. De esta forma, el usuario sabe que no se ha
eutanasiado y que quedarad vivo hasta que pida eutanasiar,
exportar,o muera el animal deinterés.

Con la implantacion de ambas estrategias, animal
acompanantey reagrupacion al destete, hemos podido reduciren
un 42% el nimero de machos individualizados en el area de cria
de nuestrasinstalaciones’.
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Figura7.- Tarjeta|D de un macho acompanante.
Manejo deratonesindividualizados

Si las estrategias mencionadas no se pueden aplicar o un
animal queda aislado debido a la muerte, traspaso a experimento
0 exportacion de sus compaieros y no se puede reagrupar, el
animal quedaraindividualizado.

En la cubeta se pone una tarjeta de individualizado, con la
fecha y el motivo de la individualizacién (ver Figura 8) y se abre
una incidencia de bienestar animal (IBA) en el programa de
gestion del animalario, que envia automaticamente al usuario un
correo electrénico. El usuario tendra que justificar el motivo de
mantenerlo socialmente aislado. Estos motivos incluyen: los
animales en procedimientos que lo requieran aprobados por el
Comité de Bienestar Animal, los machos sementales y
vasectomizados activos, heridas por peleas entre machos y
motivos de salud. Una vez el asesor de bienestar animal dé como
correcta la justificacion aportada por el usuario, se marca la celda
de”Justificado”en latarjeta naranja (ver Figura9).

‘ H
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Figura 8.- Tarjeta identificadora para los animales individualizados con la
fecha de aislamiento del animal (12/03/2019) y el nimero de
incidencia de bienestar animal (IBA; 1135) generado por la
plataforma.

49




Bienestar animal

Nl

6. Van Loo PL., Van Zutphen L.F, and Baumans V. Male management:
Coping with aggression problems in male laboratory mice. Lab Anim.
2003;37:300-13.

7. Azkona G. and Caballero J.M. Implementing strategies to reduce singly
housed male mice.Lab Anim.2019:23677219845028.

180059537 8. Capdevila S.and Kelly H. No one likes to live alone: Social Housing of Lab
Animals. ALN Magazine. 2016.
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9. HutchinsonE., Avery A.,and Vandewoude S. Environmental enrichment
forlaboratoryrodents.|LAR J.2005;46:148-61.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 9.- Macho individualizado con una IBA (121) por individualizacién
abierta y justificada por el usuario. Justificacion: macho con
genotipoimportante.

A todos los individualizados se les anade un tubo de cartén
como enriquecimiento ambiental, ademas de los pafuelos de
papel que utilizan para hacer nido’. Se cambian cada 15 dias,
aunque semanalmente se revisa el estado general del animal, que
tenga suficiente comida, que el enriquecimiento ambiental no
esté demasiado degradado y siempre se le cambia el biberén de
agua.
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Desinfectantes, biocidas... ;/cuadl es el mas adecuado?

Francisco Javier Garcia Palomo
Presidente de la Asociacion Espariola de Bioseguridad (AEBioS)

INTRODUCCION

Hace algun tiempo, me decia un colega experto en alta
contencioén, que si un procedimiento no estaba validado “en
campo” no era adecuado utilizarlo en tu laboratorio. Muchos de los
desinfectantes y biocidas actualmente aprobados para
desinfeccion por la Agencia Espaiola del Medicamento y Productos
Sanitarios (AEMPS) estan testados contra varios microrganismos
representativos de todo tipo de bacterias, virus, etc. Aunque estos
ensayos son una buena indicacion de su espectro y actividad, no
deberiamos fiarnos; siendo la validacion de cada proceso, con las
cepas, procedimientos y en las condiciones en las que los vamos a
utilizar, la que deberia convertirse en rutina previa a su eleccion y
uso.

La evaluacion antimicrobiana de los biocidas ha de incluir
cuatro fases de testado. La primera fase consiste en determinar la
actividad antimicrobiana basica del producto (mediante ensayos
invitro), enfrentando suspensiones de distintos microorganismos al
desinfectante. Posteriormente, en la segunda fase, se ha de
determinar si el desinfectante posee actividad antimicrobiana en
las condiciones practicas para un determinado uso, a una
concentraciéon especifica y tiempo de contacto necesario,
compatibles con el material a desinfectar y la operatividad de este.
Estos ensayos de “fase 2" han de dividirse en dos etapas; en una
primera (fase 2, etapa 1) se determina la actividad antimicrobiana
especifica para una determinada aplicacion (ensayos de suspension
amplificados); mientras que en la segunda (fase 2, etapa 2), se
evaluan las practicas especificas del biocida (lavado de manos,
instrumental, desinfeccion de superficies...).

En la tercera fase de evaluacion, se testa la actividad del
desinfectante mediante un método experimental con el equipo
implicado en su manipulacién. Este se contamina artificialmente y
se estudia la reduccién o tasa de supervivencia del nimero de
microorganismos por la accion del desinfectante. Finalmente
(cuarta fase), el desinfectante se evalta en la practica, mediante el
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seguimiento y registro del resultado de la desinfeccion en su
aplicacion diaria.

Actualmente, se dispone de varios métodos oficiales para las
dos primeras fases; sin embargo, aun no ha sido posible la
estandarizacion para las dos siguientes. Legalmente, para poder
reivindicar actividad especifica de un producto frente a un
determinado microrganismo, se deben realizar ensayos de fase 1y
2 mediante diferentes estandares en un laboratorio acreditado por
la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC), y presentarlo a la
AEMPS para su revision y aprobacion. Por ejemplo, se utiliza EN
14476 para virus, EN 14563 para bacterias o EN 1276 y EN 13727 si
buscamos actividad esporicida.

Para todos estos ensayos, hay cepas de microrganismos
especificas con las que realizarlos. Para la prueba de la Norma UNE-
EN 14476 -actividad virucida general- se requiere realizar,
obligatoriamente, el ensayo con las siguientes tres cepas virales:
Poliovirus tipo 1, Adenovirus tipo 5 y Norovirus murino. Esto se
debe a que estos virus son mas resistentes a la accion de los
desinfectantes, y cuando uno es activo frente a ellos, puede
considerarse efectivo frente a otros virus no probados. Si la prueba
se realiza con otras especies o cepas, se podria certificar que el
desinfectante muestra actividad frente a esa especie/cepa viral,
pero no cumpliria con el requisito de la norma para ser considerado
virucida general. Por eso, cuando introducimos un nuevo agente en
nuestro laboratorio, méxime si se trata de uno de los grupos de
riesgo 3 o 4, resulta obligado buscar un biocida que muestre
actividad contra ese patégeno. En cambio, si el fabricante no lo ha
testado especificamente, no resultaria “bio-seguro” utilizar ese
producto, si no ha realizado al menos los ensayos de fase 1y 2
especificamente contra nuestro agente.

En cualquier caso, los ensayos generales de fase 1y 2 se realizan
en condiciones de laboratorio muy especificas y controladas; y casi
siempre la superficie, el modo de aplicacion, la carga organica
asociada o el propio titulo del microorganismo estan muy lejos de
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lo que se probd in vitro, por lo que deberian tomarse como test
indicativos generales de actividad.

“Bioseguridad -como dice el manual de la WHO (del inglés
World Health Organization)- es el conjunto de principios de
contencion, tecnologias y prdcticas usadas para minimizar el riesgo
derivado de la manipulacion de patégenos, por lo que cualquier
tecnologia (en este caso la actividad biocida) deberia serevaluada en
el contexto de su uso”; es decir, realizando lo que hemos
denominado ensayos de “fase 3" Contestando a la pregunta que
hacia al principio, y explicindolo de la manera mas sencilla, seria el

que con el microorganismo con el que trabajaremos, en su medio
de almacenamiento o cultivo, con los materiales involucrados en su
uso, y con la técnica de aplicacion disefiada para la sustancia a
evaluarlogra el objetivo de reduccion logaritmica buscado.

El articulo que transcribo a continuacion es un buen ejemplo
de un estudio en fase 3. Fue realizado en el Centro de Referencia
FAO (del inglés Food and Agriculture Organization) Gestion del
Riesgo Bioldgico (FAO-INIA, situado en Valdeolmos-Madrid), con un
organismo del grupo de riesgo 3, en la localizacion y condiciones
reales de usoy para el microorganismo con el que se iba a trabajar.

Eficacia de Rely+On™ Perasafe™ ante contaminaciones
accidentales de Sars-CoV en superficies
de cabinas de seguridad biologica

Mengibar M.P.’, Garrido D., Fernandez R.}, Castaiio C.’, y Pascual G.’
'Director del Centro de Referencia FAO Gestion del Riesgo Bioldgico (FAO-INIA). Jefe de Servicio de Sequridad Biolégica. CISA-INIA

“Técnico de Seguridad Biolégica. VEOLIA
*Personal cientifico. Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIF)

INTRODUCCION

Las Cabinas de Seguridad Bioldgica (en adelante CSB) son una
de las principales barreras primarias de contencién bioldgica, cuya
correcta desinfeccion resulta ser un punto critico desde el punto de
vista de la bioseguridad.

Cualquier manipulacién de organismos patdégenos de los
grupos de riesgo 2 o superior obliga a utilizar las CSB como método
principal de confinamiento para seguridad del operador, la muestra
y el entorno. En consecuencia, para actuar de forma biosegura en
una CSB, es necesario disponer de tratamientos de
biodescontaminaciéon de superficies eficaces y
microbiolégicamente validados, para aplicarlos de forma rutinaria
después de cualquier manipulacién de patdgenos, en caso de
vertido accidental o con cardcter previo a una operacion de
mantenimiento del equipo™.
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En la actualidad, ademas de las pruebas normalizadas de fase 1
y 2 necesarias para poder comercializar en Espafia un biocida’, las
nuevas aproximaciones en materia de bioseguridad nos instan a
realizar estudios especificos de resistencia o inactivacién de
patégenos a los diferentes productos biocidas a utilizar, teniendo
en cuenta los diferentes aspectos que los convierten en ideales’
paralaactividad ala que se destina.

El objetivo de este trabajo es demostrar la idoneidad, eficacia y
concentracién minima necesaria como esterilizante en frio del
producto quimico Rely+On™ PeraSafe™ frente a las salpicaduras y
pequenos vertidos que se puedan producir en la superficie de una
CSB durante los trabajos asociados a experimentacion con
roedores infectados con el virus SARS-CoV (acrénimo en inglés del
coronavirus causante del sindrome respiratorio grave y agudo™®).
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MATERIAL
Virusy linea celular

rSARS-CoV strain MA15-WT-M2. Cepa recombinante generada
especificamente para adaptacion a ratén y procedente de una
variante wild type del virus SARS-CoV, cedida por el Dr. Luis Enjuanes
(Centro Nacional de Biotecnologia-CSIC, Madrid), cuyo origen
corresponde al Dr. Eric Snijder (Centro Médico de la Universidad de
Leiden, Holanda).

El virus fue inoculado en la linea Vero 76 clonE6 (ATCC CRL-
1586). Esta linea celular adherente se incub6 a 37 °C en atmosfera
saturada de humedad con medio DMEM (Gibco, USA)
suplementado con 25 mM HEPES, 50 pg/ml de gentamicina, 2 mM
de L-glutamina y aminodacidos no esenciales al 1% (Merk,
Alemania), ademas de 10% de suero bovino fetal (FBS) en placa de
24 pocillos.

Biocida Rely+On™ PeraSafeTM (FHP, Sp)

Compuesto binario de acido citrico y peréxido de hidrogeno
junto con otros agentes tensioactivos y estabilizantes y un
colorante indicador de actividad.

Su presentacién es en polvo micronizado altamente soluble en
agua (30 g/l), de pH 8.0 al uso y con requerimiento de unas minimas
precauciones durante su uso (H318, H242) por contacto, por lo que
requiere del uso de guantes y pantalla protectora durante su
preparacion y aplicacion (para evitar salpicaduras a los 0jos). No
provoca olor niirritacion por evaporacion.

El indicador colorimétrico (azul) determina el correcto estado
de los principios activos con capacidad biocida’. No constituye un
determinante de pH.

Hisopos ViCUM® mod. virus B3 (Deltalab®, Espaia)

Especialmente indicados para el transporte de material
biolégico que contenga virus al incluir elementos antibacterianos y
antifungicos que aseguran la idoneidad en la recuperacion de las
muestras que posteriormente fueron inoculadas en las células Vero
E6.
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Cabina de Seguridad Bioldgica (Telstar® CytoULTRA, Espaia)

Tipo 1IA/B3. La superficie de trabajo (bancada) fabricada en
aceroinoxidable de calidad AISI316L

METODO

Los ensayos en campo se realzaron en el Box 5 de la zona de
experimentacion animal ANCB3 del Centro de Investigacion en
Sanidad Animal (CISA-INIA).

Partiendo de que la concentracion recomendada por el
fabricante de uso es de 1,62% (de peso en agua; v/w), se prepararon
otras diluciones de concentracion superior e inferior con el fin de
determinar si esa era una concentracion efectiva para el uso al que
seibaadestinar:0,5%, 1,0%, 1,62%, 2,0%y 2,5% (v/w).

Para su aplicacion, se dividio la zona de trabajo de la CSB en 5
cuadrantes de aproximadamente 10 x 10 cm marcandolos con
rotulador, de manera que quedasen bien sefalizados y
equidistantes entre si (ver Figura 1). Se eligié este tamafo y
disposicién porque permitia mantener toda la equipacién
necesaria para el experimento dentro de la cabina y asi mantener
las condiciones necesarias de bioseguridad.

En cada cuadrante se dispensaron cinco gotas de una
suspension viral que se cubrieron con tapas amarillas procedentes
de contenedores de residuos punzo-cortantes (que luego serian
facilmente gestionables como residuo peligroso de clase 5)
mientras se realizaban las rutinas en los otros cuadrantes.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Division y delineado en la bandeja de la CSB de los distintos
cuadrantes donde se va a trabajar.
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PREPARACION DELAS MUESTRAS CON VIRUS

La concentracion de partida del virus fue de 2,77x107 PFU/ml,
una titulacién viral superior a la que podremos encontrar en
experimentos con virus in vivo.

Mediante pipeta, se fueron depositando cinco gotas de 100 pl
de esa suspension en cada cuadrante (a semejanza de un cincoenla
cara de un dado) e inmediatamente protegiendo con las tapas
amarillas (ver Figura 2).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Preparacion del virus sobre la superficie de la CSB en cinco
cuadrantes con cinco gotas en cada uno deellos.

Para cada cuadrante se realizé la siembra de cinco puntos y de
cada una de ellas se toma con hisopo como control positivo
(muestras 1 a 5), mientras el resto de los cuadrantes permanecian
tapados.

Después de la toma previa de muestras, se procedié a realizar el
rociado hasta saturacién con una de las diluciones preparadas
mediante el uso de un bote difusor de baja presién.
Inmediatamente después, ese cuadrante fue cubierto con una tapa
para, transcurridos los diez minutos de exposicién recomendada
por el fabricante, retirar la tapa y proceder a una nueva toma de
muestras punto por punto, con otros cinco hisopos (muestras 1a 5)
(verFigura 3).

magen suministrada por la autoria

Figura 3.- Dispersion del virus y toma de muestras en cada cuadrante de
labancadadelaCSB.

El procedimiento fue repetido para el resto de los cuadrantes
(ordenados correlativamente seguin su exposicion a
concentraciones crecientes del biocida), utilizando en cada uno de
ellos una de las concentraciones de biocida previamente
preparadas, numerando las muestras resultantes desdela6ala 25y
desdela6'ala25.

ANALISIS DELAS MUESTRAS

Finalizada la toma de muestras, fueron introducidas en
contenedores especificos de transporte seguro para material
biolégico infeccioso (material infeccioso Categoria A, UN2814). Se
mantuvieron en un ultracongelador a -70 °C hasta su
procesamientoy analisis en el laboratorio NCB3 del Centro Nacional
de Biotecnologia (CNB-CSIC). Alli, se inocularon en células Vero E6
con el fin de observar el posible efecto citopatico derivado de la
presencia de particulas virales viables.

Se utilizaron 200 pl de sobrenadante de cada hisopo que se
inocularon sobre placas de 24 pocillos con células en confluencia y
se mantuvieron en incubador durante 72 horas. Pasado este
tiempo, se observaron todas las muestras al microscopio en busca
de efectos citopdtico en las células expuestas que se manifiestan
como circulos de células muertas o “calvas” derivadas de ciclos
liticos por exposicién a virus®.

RESULTADOS

Todas las muestras no expuestas al biocida (muestras 1 a 25)
mostraron calvas especificas de ciclos liticos por exposicidn a virus.
Sélo mostraron calvas, las muestras expuestas 3, 4, 6' y 9' (ver
Tabla 1).

Para asegurar la idoneidad de la prueba y que las muestras que
no presentaron efectos citoliticos no constituian falsos negativos
debido a la baja titulacién del virus, se repitio tres veces el
subcultivo del sobrenadante del cultivo anterior en placas con
células nuevas, obteniendo siempre los mismos resultados. Para las
muestras 1 a 25, s6lo se realizaron dos subcultivos con idénticos
resultados.
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Tabla 1.- Resultadode laincubacién en célulasVero E6.@ Sin efecto citopético y # con efecto citopatico.

0,50% 1,00% 1,62% 2,50%
1" 2" 3" | 4 |5 [ 6|7 [8 [ 9 | 10" EsiSipiEtiuls e e 224123}
QI O| % | * | O % 0 O % 0|0 0|0|0|0 0o O
CONCLUSIONES AGRADECIMIENTOS

En base a los resultados obtenidos, se puede afirmar que
PERASAFE™, a la dilucién de uso y tiempo de residencia que
propone el fabricante, resulta ser un biodescontaminante de
superficie de alta eficacia frente al agente bioldgico SARS-CoV.
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Vicerrector de Investigacion, Universitat de Valéncia

Redactor: Hernan Serna Duque

sociedad espanola
para las ciencias
4 del animal de laboratorio
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Breve descripcion profesional

- Licenciado en Medicinay Cirugiaen 1990 por la Universitat de
Valéncia.

- Doctor en Medicina y Cirugia en 1993 por la Universitat de
Valéncia.

- Formacién posdoctoral en el Hospital Saint Luc (Montreal,
Canada) y en el Instituto de Investigaciones Citoldgicas de
Valencia.

- Investigador Miguel Servet en el Hospital Clinico y
posteriormente en su Instituto de Investigacion Sanitaria
INCLIVA entre 2000y 2008.

- Profesor Titular de Universidad en 2008 y Catedratico de
Universidad desde 2012, en el Departamento de Fisiologia de
la Universitat de Valencia.

- DirectorCientificoadjuntode INCLIVA entre 2015y 2018.

- Vicerrector de Investigacion de la Universitat de Valencia
desde 2018.

- Harealizado mas de 130 publicaciones en revistas indexadas
y 200 comunicaciones a congresos cientificos.

- Ha sido investigador principal de 29 proyectos de
investigacion y de ayudas en convocatorias publicas
competitivasy miembro del equipoen 18.

- Hadirigido 15 trabajos de fin de master y 9 tesis doctorales, 2
deellas con premio extraordinario de doctorado.

Antes de esta entrevista ;conocia la Sociedad Espaiiola parala
Cienciadel Animal de Laboratorio (SECAL)?

Si, entre 2011 y 2014 fui responsable de la Unidad Central de
Investigacion de la Facultad de Medicina y Odontologia de la UV,
queincluye el servicio de animalario, y tuve ocasién de conocer su
sociedad a través de las veterinarias del servicio. Ademas, he
participado en la docencia de los cursos de capacitacion para el
trabajo con animales de nuestra universidad y su sociedad es un
referente necesario en la preparacién del material docente.
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{Como definiria la Universitat de Valéncia y qué aspectos
destacariadeellaenlainvestigacion?

La Universitat de Valéncia es una universidad historica (este
ano celebramos 520 anos desde su fundacion) que ha sabido
adaptarse a las nuevas tendencias educativas, de investigacion y
de nuevas tecnologias. Ademas, es una universidad publica,
engarzada con la sociedad valencianay a la vez abierta al mundo
cientifico europeo e internacional. Finalmente, cabe destacar que
es una universidad grande, con mas de 50.000 alumnos
distribuidos en todas las areas académicas.

Respecto a lainvestigacion, la Universitat de Valéncia aparece
siempre entre las 5 mejores de Espaia en los ranquines mas
conocidos. Destaca por desarrollar investigacion en
practicamente todas las areas cientificas. Tenemos casi 400
grupos de investigacion y 21 institutos de investigacion
(incluyendo varios mixtos con el CSIC e interuniversitarios), entre
los que destacan dos reconocidos como centros de excelencia
Severo Ochoa (Instituto de Fisica Corpuscular) y Maria de Maeztu
(Instituto de Ciencia Molecular).

Es destacable la financiacién internacional obtenida a través
de consorcios, redes y foros de trabajo en el marco del Horizonte
2020y del European Research Council.

Finalmente, quiero destacar la actividad de innovacion y
transferencia que realizan los investigadores de la Universitat de
Valéncia a través de contratos y consorcios con empresas,
vehiculados en ocasiones a través del Parc Cientificde la UV.

Si reserva parte de su tiempo para la investigacion o la
docencia. ;Quéinvestiga oimparte ahoramismo?

A pesar de las dificultades horarias, mantengo docencia en
primer curso del Grado de Medicina, en la asignatura de Fisiologia
Generaly en el Master de Fisiologia.

En cuanto ainvestigacion, nuestro grupo investiga el papel de
los estrogenos y sus receptores en la fisiologia vascular,
fundamentalmente endotelial, y su posible implicaciéon en
aspectos fisiopatoldgicos implicados en el infarto agudo de
miocardio.
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ANIMALES DE LABORATORIO
Verano 2019. Nimero 82

iCree que el uso de modelos animales es imprescindible en
investigacion biomédica?

Hoy por hoy, esta modelizacién en investigacion biomédica
sigue siendo imprescindible, determinadas investigaciones sélo
pueden desarrollarse para el beneficio humano sobre la base de
un animal de laboratorio. Especialmente, en nuevas terapias y
antes de dar el salto a humanos, es necesario estudiar su
seguridad y efectividad. Evidentemente, la utilizacion de estos
modelos debe estar sometida al estricto control de los comités de
ética en investigacion y bienestar animal y siempre teniendo en
cuenta los principios de las 3R (reemplazar, reutilizar y refinar).

¢{Con qué lineas de investigacion con biomodelos trabajais
actualmente en la Universitat de Valéncia, y qué proyectos
nuevos plantais?

En nuestra universidad trabajamos con diferentes
biomodelos, desde moscas, peces, anfibios, roedores, lagomorfos
y cerdos. Estos biomodelos son utilizados en procedimiento
previamente autorizados de: neuroanatomia del sistema nervio
central, neurobiologia celular, neurofarmacologia de la adiccion,
formacion y evaluacion tecnologia y farmacocinética de
medicamentos, métodos de control de liberacion de farmacos y
evaluacion de estos, farmacologia de la inflamacién, farmacologia
cardiovascular, electrofisiologia cardiaca y bioingenieria,
fisiologia cardiovascular...

A nivel de valoracién ética, ;qué estructuras hay en la
Universitat de Valéncia para la valoracion de los proyectos de
investigacion con animales?

La Universitat de Valencia cuenta con una Comisién de ética
en lainvestigacion experimental, dependiente del vicerrectorado
de Investigacion, y que articula sus reuniones en tres comités:
Comité de ética en investigacion en humanos, Comité de
bioseguridad y, por supuesto, Comité de ética en investigacién y
bienestar animal. Este tltimo acttia como érgano habilitado por la
Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climético y
Desarrollo Rural desde agosto de 2013. En el ultimo afo, ha
evaluado 149 procedimientos.




Entrevista

{Qué importancia tiene para usted el papel de los animalarios
enlainvestigacion?

Los animalarios son estructuras de investigacion
fundamentales en nuestra universidad. Disponer de instalaciones
adecuadas para el desarrollo de los objetivos planteados en
proyectos de investigacion biomédica a la vez que asegurar el
bienestar de los animales es un reto y una obligacion para nuestro
vicerrectorado.

En cuanto a las infraestructuras del campus, ;qué proyectos
tenéis previstos para los proximos ainos en relacion con los
animalarios?

Los animalarios, como el resto de las estructuras e
instalaciones de investigacion, requieren de intervenciones
continuas para mantenerlos en las mejores condiciones y a la
vanguardia de la investigacion. En nuestro caso, vamos a ampliar
las instalaciones de los animalarios para dotarlos de mejores
infraestructuras en dos ambitos preferenciales, el analisis por la
imageny larealizacién de cirugia altamente especializada.

Finalmente, y agradeciendo enormemente su tiempo para el
desarrollo de esta entrevista, ;qué opinion le merecen
iniciativas como la revista Animales de Laboratorio de la
SECAL?

La revista Animales de Laboratorio es un buen medio para el
intercambio de experiencias, ideas, innovaciones y
conocimientos en un drea de actividad laboral e investigadora en

continua evolucion y sometida, légicamente, a estrictos controles P U B L | C A TU S
legales y éticos. Permite compartir y actualizar los conocimientos 1
enelcampode lainvestigacion con animales. A RTl C U LOS E N
NUESTRA REVISTA.
CONTACTANOS

publicidad.revista@secal.es
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Anunciate en ANIMALES DE LABORATORIQ, la revista de habla hispana
mas importante del sector, y posiciona tus productos directamente
en manos de los animalarios.
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Powering your research development

®vivotecnia

management & services

Profesionales al servicio
de la investigacion

Servicios integrales para Animalarios
Externalizacién de se.r'"vicios de Animalarios
Formacion de personal
Disefio de Instalaciones
Alquilery gestic')H'de Instalaciones

Consultoria y Asesoramiento

www.vivotecnia-ms.com


http://vivotecnia-ms.com/
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The Weight is Over.

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

For more information, please contact us at services@eu.crl.com
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accelerating drug development. exactly. www.criver.com


http://www.criver.com/
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ENVIGO

Positive Discovery

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

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

Discover your own positive outcomes
at Envigo today.

envigo.com

S
envigo.com ENVIGO


http://www.envigo.com/



