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EDITORIAL

Un equipo

El proceso de edicion de un nimero de la revista Animales de
Laboratorio es un reto nuevo para todos los que formamos parte de ella, y
como cualquier reto, la mejor forma de afrontarlo es con ilusion, ganas y sin
perder nunca el objetivo final: que todos los socios y socias de la SECAL
podamos disfrutary aprender con sulectura.

Hasta que la revista llega a nuestros buzones, transcurren una sucesion
de etapas que no serian posibles sin un equipo de personas, muchas ni
siquiera nos conocemos personalmente, pero hemos establecido un
vinculo en comun que nos une cada trimestre para darle forma a un nuevo
numero de larevista. Desde la primera fase, de la mano de cada responsable
de seccidn, vamos engranando las distintas etapas, pasando por editores y
correctores de estilo e imagen, maquetacién, de nuevo revision,
publicacion en la web, hasta la dltima, que es el envio de la revista en
formato papelalos socios.

Cuando, finalmente, tenemos la revista en nuestras manos, sentimos la
satisfaccion del trabajo realizado. Es en ese momento, mientras todos los
socios disfrutdis de su lectura, que iniciamos el nuevo ciclo para crear el
siguiente numero, sin perder un apice de esa ilusidén y esas ganas que nos
llevan atrabajar en la revista nimero tras nimero.
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EDITORIAL

NOTICIAS SECAL

- FELASA anuncia los ganadores de los Premios
ensu40aniversario.

ACTUALIDAD

- Ejemplos de transparencia en Experimentacién
Animal.

- Novedad bibliogréfica: Editando genes: recorta,
pega y colorea. Las maravillosas herramientas
CRISPR.

TECNICAS

- Ecocardiografia fetal de ratén: nuevos métodos
deadquisicion.

SEGURIDADEN 5 MINUTOS

- Sustituir lo peligroso.

ALCUIDADO
- Haciaunnuevo horizonte.

CONTROL SANITARIO

- Probidticos y prebiéticos: implementar la salud
desdela microbiota.

Nota: En la web de la SECAL encontraréis el articulo
Enriquecimiento ambiental en ratones de laboratorio,
correspondiente al nUmero 75 de la revista, con el apartado
bibliografia actualizado.
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ANESTESIAY ANALGESIA

- Protocolo anestésico en modelo animal
porcino de cirugia cardiaca con
circulacion extracorpoérea.

BIENESTARANIMAL

- Refinamiento en pruebas de conducta en
roedores.

ABSLab

- Lanorma UNE 171400-1:2019 Disefio de
instalaciones de Nivel 3 de Contencion
Biolégica (NCB3).

INDICIOS

- Presentaciondelaseccion.

ENTREVISTA

- Luis Munozde la Pascua.




Noticias SECAL

FELASA anuncia los ganadores
de los Premios en su 40 aniversario

Como parte de la celebracién del 40 aniversario de FELASA, la Los ganadores han sido:
Junta Directiva decidié conceder cuatro Premios de Aniversario
especiales durante 2018. Estos premios se otorgaron por - Werner Nicklas, galardonado con el Premio Cientifico 40
contribuciones sobresalientes en el fomento de la Ciencia del Aniversario de FELASA, por sus méritos cientificos.
Animal de Laboratorio en un pais europeo, espiritu de FELASA en
los ultimos 40 afos. - Patri Vergara, galardonada con el Premio a la Educacién 40

Aniversario de FELASA, en agradecimiento a su labor docente
en el desarrollo de cursos y programas educativos y también en
reconocimiento a su vision pedagogica en el campo de la
Ciencia del Animal de Laboratorio.

- Camilla Bengtsson y Maria Eriksson, galardonadas
conjuntamente con el Premio Técnico 40 Aniversario
de FELASA, por sus iniciativas para el avance de
la tecnologia animal.

- David Anderson, galardonado con el Premio a la
Comunicacion 40 Aniversario de FELASA, por su trabajo en la
comunicacion y la transparencia de las ciencias del animal de

The Felasa award 2019 laboratorio a la sociedad.

Imagen suministrada por la autoria SECAL felicita a los premiados y a todos los nominados.

PUBLICA TUS
ARTICULOS EN
NUESTRA REVISTA.

CONTACTANOS
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Actualidad

Ejemplos de transparencia en Experimentacion Animal

En 2016, la Confederacion de Sociedades Cientificas de
Espana (COSCE) present6 el Acuerdo de Transparencia en
Experimentacién Animal, al que ya se han sumado mas de 130
instituciones.

Uno de los compromisos es “Proporcionar informacién
adecuada a los medios de comunicacion y al publico en general
sobre las condiciones en las que se realiza la investigacién que
requiere el uso de modelos animalesy los resultados que de ella se
obtienen”. En esta seccién, destacaremos los ultimos ejemplos
publicados:

EL VICERRECTORADO DE INVESTIGACION PRESENTA A LA
PRENSA LAS INSTALACIONES Y SERVICIOS DEL ANIMALARIO
DELAUNIVERSIDAD DELALAGUNA (ULL)

Fotografia: Emeterio Suarez (CC BY 3.0)

18/3/2019, https://www.ull.es/portal/noticias/2019/

rensa-visita-animalario/
P Estainfraestructuraforma parte del Servicio General de Apoyo

a la Investigacion (SEGAI) y se encarga de conservar y tratar a los
diferentes animales que utilizan los investigadores no sélo de la
institucion académica, sino también de unidades de investigacion
de los hospitales publicos tinerfefios. Actualmente, conserva
ejemplares de ratones, ratas, conejos, ranas y mosquitos, que se
estan empleando en diferentes proyectos.

Fotografia: Emeterio Suarez (CC BY 3.0)

La Universidad de La Laguna ha realizado presentaciones alos
medios de comunicacién en las que diferentes vicerrectorados y
servicios institucionales han explicado personalmente a los
periodistas sus actividades y servicios. La uUltima de estas visitas,
organizada por el Vicerrectorado de Investigacion, se desarroll6 el
18 de marzoy fue unrecorrido por el Animalario.

Fotografia: Emeterio Suarez (CC BY 3.0)
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La responsable del servicio, M@ Rosa Arnau, explicoé que esta
infraestructura cientifica esta sometida a una estricta legislacion
que fija las condiciones de conservacion de los animales y la
formacién necesaria que debe poseer todo el personal que
trabaja en él. El edificio cuenta con un drea totalmente aislada del
exterior a la que solamente se puede acceder una vez el personal
se ha duchado y esterilizado, y también posee un sofisticado
equipamiento para mantener las condiciones ambientales y de
salubridad que precisan los animales custodiados. Arnau explicd
que el coste de mantenimientoy preparacion de los animales para
investigacion es muy alto y es sufragado con cargo a cada uno de
los proyectos de investigacion.

Fotografia: Emeterio Suarez (CC BY 3.0)

Laresponsable del servicio también explicd que el Animalario,
ademads de custodiar y preparar animales, sirve para desarrollar
actividades de formacion. Por ejemplo, organiza cursos
especificos para que los cirujanos de determinadas especialidades
puedan practicar nuevas técnicas. También recibe anualmente
una media de 500 nifos en edad escolar que visitan sus
instalaciones.

Fotografia: Emeterio Suarez (CC BY 3.0)

Muchos de los especimenes estan tratados para desarrollar
dolencias especificas y asi poder probar en ellos determinados
tratamientos. De este modo, durante la visita se pudieron ver
ratones para un proyecto sobre enfermedades renales, ratas
utilizadas para unainvestigacién sobre cancer, o mosquitos que se
estan utilizando para probar un prototipo de pintura con
capacidad para matar a estos insectos que, como recordé Arnau,
son responsables de infecciones que afectan a un tercio de la
poblacién mundial.

Fotografia: Emeterio Suarez (CC BY 3.0)
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EL RATON MUTANTE DE PATTY BONET
07/02/2019, EL PAIS, Video https://youtu.be/Sigxo3Virho

En este reportaje de Manuel Ansede en El Pais, |a actriz Patty
Bonet visité el Centro Nacional de Biotecnologia (CNB), en Madrid,
para conocer por primera vez a su avatar roedor. El equipo del
genetista Lluis Montoliu ha creado un ratén con exactamente la
misma mutacién que la actriz, gracias al CRISPR.

El equipo de Montoliu fue pionero en el arte de crisperizar
ratones en Espafna. Tienen unos 1.500 ejemplares en el
laboratorio, la mayoria de ellos modificados genéticamente para
estudiar el albinismo. En el laboratorio, Montoliu también
custodia un corte de los ojos de Copito de Nieve, el legendario
gorila albino del zoo de Barcelona, que también presentaba una
mutacionenelgen SLC45A2.

La humanidad, segun detalla el genetista, lleva mas de 30
anos generando ratones mutantes. El Laboratorio Jackson, en Bar
Harbor (EE. UU.), calcula que hasta la fecha se han obtenido
ratones modificados genéticamente para representar unas 1.500
enfermedades humanas, menos del 10% de las 18.000 patologias
conocidas.

“Con CRISPR podemos hacer lo que haciamos antes con otras
técnicas, pero en unaterceraparte del tiempoy con una décima parte

del dinero’, celebra Montoliu. “Es una verdadera revolucion. Hay un
antesyundespués”.

Ahora, la intencién del investigador es utilizar la estirpe de
ratones con la mutaciéon de Patty Bonet para ensayar dos
farmacos, la levodopa y la nitisinona, ambos prometedores para
revertir la pérdida de agudeza visual provocada por el albinismo.

“No sé si llegard un dia en el que yo pueda disfrutar de esos avances,
pero si que me consuela pensar que, en un futuro, o en generaciones
venideras, la investigacion con estos ratones servird para que las
personas con albinismo puedan ver un poquito mejor’, reflexiona la
actriz.

REPORTAJE EN LA TELEVISION AUTONOMICA DE CANARIAS
(TVC) SOBRE EL AREA DE BIOSALUD Y EXPERIMENTACION
ANIMAL DEL MUSEO ELDER

Como muchos recordaréis, coincidiendo con la celebracion
del XIV Congreso Nacional de la SECAL realizado en las Palmas de
Gran Canaria en junio de 2017, se celebrd lainauguracién del area
permanente dedicada a la“Investigacion biomédica con modelos
animales”del Museo Elder de la Ciencia y Tecnologia de Las Palmas
de Gran Canaria.

Un proyecto didactico e innovador del Museo Elder, que
pretende ser un marco de divulgacién y transparencia de la
experimentacion animal.

En este proyecto colaboraron la SECAL, el Hospital de Gran
Canaria Doctor Negrin, Biosis S.L. y el Parc de Recerca Biomédica
de Barcelona (PRBB), aunque debemos reconocer que fue posible
gracias a la implicacién personal tanto de José Gilberto Moreno
(Director del Museo) como de José Luis Martin Barrasa (Veterinario
Responsable del Animalario del Hospital Universitario de Gran
Canaria Doctor Negrin, secaleroy Presidente del XIV Congreso).

Dentro del programa Canarias 2.0 de la Television Autonémica
de Canarias TVC, se emitié un pequeio reportaje dedicado al drea
de biosaludy experimentacion animal del Museo Elder.

Este video https://youtu.be/UPDKYKMZQ-E, se puede
solicitar a la vocalia de Comunicacién de la SECAL como recurso
paraactividades de divulgaciéony transparencia.

\ Cranarias
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Imagen suministrada por la autoria
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Novedad bibliografica:
Editando genes: recorta, pega y colorea.
Las maravillosas herramientas CRISPR

Autor: Lluis Montoliu
Titulo: Editando genes: recorta, pega y colorea.
Las maravillosas herramientas CRISPR
Editorial: Next Door Publishers S.L.
Afo de la edicién: 2019
Numero de pdginas: 436
Coleccion: El Café Cajal

En esta obra, que esta ya a la venta, el Dr. Montoliu repasa en
un lenguaje sencilloy asequible para todos los publicos la historia
de las herramientas CRISPR, desde que las descubrié en las
bacterias el investigador y microbiélogo espaiol Francis J.M.
Mdjica (autor del prélogo del libro) hasta que, desde 2013, estas
tijeras moleculares comenzaron a revolucionar la edicién
genética.

Alolargo de 20 capitulos, se relatan los hitos mas relevantes y
los investigadores que han jugado un papel especial en la historia
de unadelasrevoluciones tecnoldgicas masimpactantes que han
afectado a la biologia y a todas las disciplinas cientificas
relacionadas, como la biotecnologia o la biomedicina.

Lluis Montoliu
Prilogo de Francisco 7. Martines Mojica

Afinales de enero, la cuenta de Twitter del biotecnélogo Lluis
Montoliu (Barcelona, 1963) nos proponia un acertijo con
imagenes de tijeras y caramelos como pistas. Finalmente, nos
desvelo el secreto, la publicacion de sulibro.

En esta obra, que estd ya a la venta, el Dr. Montoliu repasa en
un lenguaje sencillo y asequible para todos los publicos la historia
de las herramientas CRISPR, desde que las descubrié en las
bacterias el investigador y microbiélogo espafol Francis J.M.
Mdjica (autor del proélogo del libro) hasta que, desde 2013, estas
tijeras moleculares comenzaron a revolucionar la edicién
genética.

2001

Imagen suministrada por la autoria

En el libro se habla de practicamente todas las aplicaciones
que se han descrito o discutido asociadas al uso de las
herramientas CRISPR de edicién genética:

- Las aplicaciones en bacterias, hongos, plantas y animales,
modificando sus genomas respectivos con mutaciones
especificas capaces de producir organismos mejor adaptados
y/o més aprovechables para su consumo.
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- Las aplicaciones de impulso génico, encaminadas a interferir
con el ciclo vital de mosquitos transmisores de parasitos y

virus causantes de lamalaria, la fiebre amarilla o el dengue. A’N\M “{&mu
ABOR/

- También las aplicaciones mds innovadoras, en diagndstico
genético o en modificacion de cerdos para poder ser usados
en xenotrasplantes con mayor seguridad.

A PHRA LAS CIENCAS DEL ANMAL OF LABORKTORIO

ANIMALES

DE LABORATORIO

- Y, finalmente, una parte importante del libro versa sobre las
aplicaciones en biomedicina, tanto para reproducir
mutaciones especificas de pacientes en modelos celulares o
animales, como los ratones avatar, como para desarrollar
estrategias de terapia génica avanzada que permitan tratar
algunas de las miles de enfermedades raras congénitas
actualmenteincurables.

Pero, todavia, no todo son éxitos en el mundo CRISPR. No
podemos trasladar todos los experimentos a pacientes, con la
suficiente seguridad, debido, principalmente, a la incertidumbre
asociada a los procesos de reparacion que deben ocurrir tras el
corte en el ADN inducido por los sistemas CRISPR. Por ello, el autor
resalta que debemos seguir investigando en el laboratorio antes
de poder aplicar rutinariamente las técnicas de edicion genética
en terapias en hospitales.

Como toda revolucion, estas nuevas herramientas han creado
preguntas y aspectos éticos para su uso con sentido comuny con
responsabilidad. El uso responsable de la edicién genética con
CRISPR es uno de los mensajes mas importantes del libro y

(ejs;;l)oeecr::\(ljr:s:ct::n el capitulo ;Todo lo que podemos hacer lo RELACl:noAl\?A%EO".SOg Oslt\l)E{OSSECTOR
' DE LOS ANIMALARIOS.

Este libro es un ejemplo de divulgacién de uno de los temas
fundamentales de la biologia en los proximos afos y en el que las
Ciencias del Animal de Laboratorio tienen un papel fundamental.
Hablar del futuro de la edicion genética, es practicamente hablar r
del presente. Por ello los temas descritos son claves para ANUNCIATE
interpretar las aplicaciones derivadas del uso de CRISPR. EN ANI MALES

DE LABORATORIO
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Ecocardio%raﬁa fetal de raton:;
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Lorena Flores-Ruiz', Eva Sanchez de Rojas-de Pedro', Ana Vanesa Alonso-Lépez', Maria Villalba-Orero’,

Luis Jesus Jiménez-Borreguero’, Lorena Cuss

z1,2,3,5
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, Manuel Desco

1,2,3,5

'Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares Carlos lll (CNIC), Madrid, Espafia
’Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Marafidn, Madrid, Espafia
’Departamento de Bioingenieria e Ingenieria Aeroespacial, Universidad Carlos Ill, Madrid, Esparia

‘Hospital Universitario de la Princesa, Madrid, Espafia
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INTRODUCCION

La Ecocardiografia Fetal (EF) es una técnica esencial para
detectar el motivo de la muerte prenatal cuando hay sospechas
de patologia cardiaca, dado que permite identificar diferentes
patologias del feto antes del nacimiento. Esta técnica es de gran
utilidad cuando se trabaja con modelos transgénicos de
afecciones cardiacas, ya que en la mayoria de los casos los
embriones no llegan a término de la gestacion. La ecocardiografia
fetal, al igual que en la préctica clinica, ha cobrado relevancia en
los ultimos afios en la investigacién preclinica en roedores'™. La
principal limitacion de este método es que la posicion fetal del
ratén en el utero dicta los planos de imagen que se pueden
adquirir, lo cual limita mucho el estudio ecocardiografico.
Ademas, puede dar lugar a errores en la identificacién de los
animales.

El objetivo de este trabajo es evaluar dos protocolos
alternativos a la técnica abdominal convencional de MacGrogan
etal.', que permitan la realizacion de estudios mas completos de
ecocardiografiafetal en roedores.

MATERIALESY METODOS

Se han empleado untotal de 72 ratones hembras gestantes, lo
cual supone un total de 449 fetos, divididos en: 24 evaluados con
EF abdominal convencional (protocolo de referencia), 252
evaluados con EF mediante exposicion de los cuernos uterinos y
172 evaluados con EF individualizada.

Para la realizacion de todos los estudios, las hembras fueron
anestesiadas con isoflurano (induccién al 2% y mantenimiento al

1-1,5%), administrado en oxigeno al 100% (0,8-1 ml/min). Todos
los estudios se han realizado con el sistema de ecografia de animal
pequeno VEVO 2100 (Visualsonics, Toronto, Canadad) y la sonda de
MS700 ajustada a40 MHz (Visualsonics, Toronto, Canada).

PROCEDIMIENTO
Preparacion de las hembras gestantes

El dia previo al estudio de imagen, se depila el abdomen del
animal con crema depilatoria, en nuestro caso, VICHY (Vichy
Laboratoires Montreal, Canada). Es necesario hacer la depilacién
el dia anterior para evitar tener mas tiempo del necesario
anestesiado al animal el dia del estudio, dado que la anestesia
influye en pardmetros cardiovasculares® Ademas, limitamos
interacciones adversas entre los restos de crema depilatoria y el
gel conductor de ultrasonidos.

Protocolos de ecocardiografia

1. EF abdominal convencional seglin el protocolo de
MacGroganetal.'

- Unavez anestesiada, se situa a la hembra en la plataforma de
posicionamiento, administrando la anestesia inhalatoria a
través de una mascarilla, y ajustando la cantidad de isoflurano
enelvaporizador.

- Se coloca cada extremidad del animal en un electrodo de la
plataforma, al que previamente se ha aplicado gel conductor
de ultrasonidos (Unidix, Clinimark S.L.) para obtener el
electrocardiograma (ECG). Las extremidades se mantienen en
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esa posicion con cinta adhesiva (ver Figura 1A). Se aplica gel
protector (Tears Naturale Lubricant Eye PM., Alcon) en los ojos
delanimal paraevitar que se resequen durante el estudio.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- EF abdominal convencional. A. Posicionamiento de lahembra
en la plataforma. B.Imagen ecogréfica de los ventriculos de uno
delos fetos, donde se pueden diferenciarambos ventriculos (LV,
ventriculoizquierdo; RV, ventriculo derecho).

- Se coloca la sonda de temperatura por via rectal para poder
controlar en todo momento este pardmetro y evitar su
disminucion. La plataformay el gel conductor de ultrasonidos
se mantienen también a 37°C. Se posiciona la sonda MS700 en
el sistema de ejesy descendemos hasta tocar el gel.

- Situamos la plataforma con los movimientos necesarios para
conseguir ver la imagen cardiaca del primer feto (ver Figura
1B). Se empieza la adquisicion por el feto mas caudal del
cuerno uterino izquierdo de la madre y se continua por el
contiguo en sentido rostral.

Con este protocolo se pueden obtener los siguientes
parametros: frecuencia cardiaca (FC), existencia de arritmias,
insuficiencia adrtica (IAo), fraccion de eyeccién calculada por
modo M (FEVI) y existencia de derrame pericérdico (DP).

2. EF mediante exposicion de los cuernos uterinos

- Se coloca a la hembra anestesiada en la plataforma de
posicionamiento cémo ya hemos descrito previamente. Tras
lo cual se realiza una laparotomia en las hembras exponiendo
un cuerno uterino, y se adquieren imagenes, desde el feto mas
caudal al més rostral. El otro cuerno uterino, se deja dentro del
abdomen de la hembra gestante para que no disminuya su
temperatura (ver Figura 2A).

- A continuacion, se aplica gel conductor de ultrasonidos y se
colocalasonda paraempezaraadquirir los planos.

- Una vez adquiridas las imagenes del primer cuerno uterino
(ver Figura 2B) se introduce de nuevo en el abdomen de la
hembra y se expone el otro cuerno; de esta forma mantienen
la temperatura y se evita el secado de las mucosas. Durante la
adquisicién de laimagen, el técnico puede recolocar los fetos,
dentro de su bolsa, para situarlos en el plano que mejor
convenga para hacer las mediciones deseadas.

Imagen suministrada por la autoria

Figura2.-EF mediante exposicion de los cuernos uterinos. A.
Posicionamiento de la hembra en la plataforma con el cuerno
uterino derecho expuesto. B. Imagen ecogréfica de los
ventriculos de uno de los fetos, donde se pueden diferenciar
ambos ventriculos (LV, ventriculo izquierdo; RV, ventriculo
derecho).

Con este protocolo ademas de los parametros ya citados en la
EF abdominal convencional se pueden evaluar: insuficiencias
valvulares tales como insuficiencia mitral (IM) e insuficiencia
tricuspide (IT), las dimensiones de las cavidades del ventriculo
izquierdo mediante la evaluacién del grosor del tabique
interventricular (SIV), el didmetro tele diastélico (DdVI), el
didmetro tele sistélico (DsVI) y el grosor de la pared posterior (PP).

3. EFindividualizada

- Para llevar a cabo este procedimiento se requiere la
exteriorizacién de los cuernos uterinos y se realiza del mismo
modo que en el primer punto del protocolo anterior.

- Se extraen todos los fetos y se colocan en una plataforma
térmica (Plactronic, JP Selecta SA, Barcelona, Espafa) para
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evitar la pérdida de temperatura y mantener las condiciones
fisiolégicas de los mismos en la medida de lo posible.

Se van reanimando inmediatamente después de la extraccién
y de manera continuada, ejerciendo presiéon en una de las
extremidades traseras, para verificar su reflejo podal hasta
completarlaadquisicién de lasimagenes.

Se colocan los fetos sobre unos rodillos de algodén para evitar
la hiperextensién de las extremidades sin necesidad de
anestesiar al feto (ver Figura 3A), de esta manera, podemos
realizar el estudio ecocardiogréfico a los fetos de manera
individual (ver Figura 3B).

Con este protocolo, se puede adquirir un estudio

ecocardiogréfico completo ya que nos permite complementar los
datos obtenidos con el protocolo de exposicién uterina con
valores de fraccion de eyeccién calculada en area longitud (FEVI A-
L) y contractilidad segmentaria. Cabe destacar que, cuanto mas

VENTAJAS E INCONVENIENTES (ver Tabla 1)

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.-EF individualizada. A. Posicionamiento del feto sobre los
rodillos. B. Imagen ecogréfica de los ventriculos de uno de los
fetos, donde se pueden diferenciar ambos ventriculos (LV,
ventriculoizquierdo; RV, ventriculo derecho).

cerca del final de la gestacion se realiza este procedimiento, mas
eficaz es la reanimacion de los fetos para poder realizar esta
ecocardiografia.

Tabla 1.-Resumen de las ventajas e inconvenientes de cada uno de los protocolos de EF.

Protocolo EF Ventajas Desventajas
- Método no invasivo, implica el mantenimiento fisiolégico | - Movilidad libre de los fetos, dificultando la adquisicion, y
delosfetos. posterior andlisis, de algunos planos.

- Permite estudios longitudinales.

- Ventana ecocardiografica limitada.

Abdominal
convencional -Sinlimitacion de tiempo para llevara cabo laadquisicion. - Dificil distincion entre el ventriculo derecho y el
izquierdo.
- Posible error en la identificacién de los fetos tras el
nacimiento.
-Mejor ventana en comparaciéon con el protocolo | -Tiempo de adquisicion mas limitado con respecto al
abdominaly una mejoradquisicion de los planos. protocolo abdominal.
Exposicion - ldentificacion certeradelos fetos. - Eventual aparicion de hipotermia y bradicardia en los
| fetos que se adquieren en ultimo lugar.
uterinos

- Pueden producirse rotaciones espontaneas de los fetos
dentro del saco.

- Estudio terminal.

- Mejor ventana ecocardiografica.

Individualizacion
fetal

- Mayor facilidad para adquirir los diferentes planos. - Eventual aparicion de hipotermia y bradicardia en los

- Tiempo de adquisicion mucho mas limitado.

ultimos fetos adquiridos si el procedimiento se dilata en
eltiempo.

- Estudio terminal.

- 1mm
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Figura 4.-Parametros ecocardiograficos. Clasificacion de las medidas y

parametros que se pueden obtener con cada uno de los o
protocolos de EF. 5. Wul,Bul. Gong H., etal. Effects of heart Rate and Anesthetic Timing on

High-Resolution Echocardiographic Assessment under Isoflurane

Su principal desventaja, por el contrario, es que se trata de Anesthesiain Mice.J Ultrasound Med.2010;29(12):1771-8.

métodosinvasivos y de puntofinal. 6. Gentry-Smetana S., Redford D., Moore D., et al. Direct effects of volatile
anesthetics on cardiac function. Perfusion. 2008;23(1):43-7.

CONCLUSIONES

La ecocardiografia fetal es una herramienta deimagen de gran
ayuda en la investigacion preclinica, ya que permite identificar
diferentes patologias del feto antes del nacimiento. El método
convencional para la evaluacién de defectos cardiacos fetales es la
técnica abdominal, muy limitada respecto a los planos y datos que
se pueden obtener. Este articulo demuestra que la exposicion de
los cuernos uterinos o la individualizacién de los fetos son
alternativas eficientes y complementarias a la imagen abdominal
convencional. La eleccion del protocolo de EF dependera de las
sospechas de los investigadores sobre la patologia fetal. Ademas,
los métodos descritos en este trabajo pueden realizarse de
manera aditiva, es decir, siempre podremos combinar en el tiempo
un método noinvasivo con unoinvasivo.
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Sustituir lo peligroso

Jesus Martinez Palacio y M’ del Carmen Garcia Ortiz
Técnicos Superiores en Prevencion de Riesgos Laborales, CIEMAT (Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgicas)

Uno de los principios basicos de la prevencion es sustituir lo
peligroso. Esto no es sencillo en muchos casos, aunque los
avances técnicos y del conocimiento han permitido mejorar
mucho en este sentido.

En nuestra actividad, englobada dentro del &mbito sanitario,
es continuo el uso de diversos productos quimicos cuya
peligrosidad es evidente, y puede manifestarse en forma de
efectos tales como cancer, malformaciones congénitas, y asma,
entre otros.

Igualmente, una vez utilizados, se convierten en residuos
peligrosos que, de no manejarse adecuadamente, pueden
suponer un riesgo para el trabajador y generar un alto impacto
ambiental.

Para mejorar la salud de los trabajadores, es necesario
eliminar o minimizar al méximo la exposicién a estos quimicos
peligrosos a través de su reemplazo poralternativas mas seguras.

En este sentido os presentamos la guia elaborada por Salud
sin daino (www.saludsindanio.org), que pretende ser una
herramienta sencilla para la puesta en marcha de un plan de 6
pasos, para la sustitucién de quimicos peligrosos utilizados en el
ambito profesional del cuidado de la salud, asi como para el
manejo seguro de aquellos que aiin no puedan ser sustituidos.

El planincorpora elementos que nos han gustado mucho, por
su caracter tremendamente practicoy aplicativo, como:

- Establecer un compromiso para la sustitucion de los
productos peligrosos.

- Elaborarun catélogo de los productos utilizados.

- Dictaminar un programa (fechas y compromisos) de
sustitucion, incluyendo la politica de compras.

- Implantarun ciclo de mejora (idea-ejecucién-efecto).
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- Facilitar incluso materiales para educacion y sistemas de
concienciacion.

Entre los productos que trata de manera especifica, nos han
gustado:

- Glutaraldehido; incluye una revision de motivos por los que
debe sustituirse y postula al peréxido de hidrégeno como
sustituto.

- Uso de limpiadores y su efecto en la calidad del aire interior;
propone mejoras en los sistemas de limpieza e incluye
referencias a busqueda de alternativas “verdes” y sobre
proteccion de trabajadores de limpieza (del CDC-NIOSH,
Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional, en
espanol).

- Citostaticos y medicamentos caducados; igualmente ofrece
numerosos recursosy enlaces para mejorar este tema.

- Gasesanestésicos.

En resumen, una guia con mucha informacion y referencias
que puede ayudar en la tarea de sustituir lo peligroso, enfocada al
ambito hospitalario pero que tiene indudable valor en nuestras
instalaciones.Yano hay excusa paranoanimarse.

BIBLIOGRAFIA
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Hacia un nuevo horizonte

Arantxa Manso Torres y Carolina Navas Jiménez
Centro de Investigaciones Bioldgicas

Imagen suministrada por la autoria

jHola!l, somos Arantxa y Carolina y llevamos trabajando con
ratones en el animalario del Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB) casi dos anos. Cuando Dani (el responsable de esta seccién)
nos propuso escribir algo para la revista, no le prestamos
atencion, ;qué podiamos aportar teniendo tan poca experiencia?
Una —Arantxa- viene de trabajar con microorganismos haciendo
PCR, y la otra —Carolina- de trabajar con insectos plaga, en un
laboratorio. Para nosotras, empezar a trabajar con ratones supuso
ungran cambioyungranreto personal.

Cuando empiezas una actividad que despierta tanta reflexion
y controversia social, sobre los problemas éticos que supone la
experimentacién animal; es imposible salir airosa, porque
efectivamente hay mucho que mejorar. La existencia de
normativas, comités éticos, y un marco legal que regulariza la
actividad, donde el bienestar animal ocupa un lugar destacado,
ayuda mucho, y desde luego, quieres aportar tu pequefa
contribucién.




Buena parte de nuestra jornada laboral transcurre dentro de
las salas (experimental y barrera). Lo primero que llama la
atencion es la cantidad de ratones que hay y te preguntas...
itodos son necesarios? En principio la respuesta deberia de ser si,
pero son muchos los dias que practicamos eutanasia en ratones
que no han sido incluidos en procedimientos experimentales.
{Qué pasa con el principio de reducciéon? ;No estamos haciendo
bien las cosas?... La teoria dice que estos ratones estan dentro de
proyectos que han sido rigurosamente evaluados, donde se vela
por el empleo del menor nimero necesario (y en muchos casos
seguro que es asi), pero el excedente de animales sigue siendo
muy alto a nuestro modo de ver. El RD 53/2013 contempla la
obligatoriedad de publicar anualmente informacion estadistica
sobre los animales de experimentacion utilizados en Espaia, pero
los informes reflejan los casos donde se utilizan animales, no el
numero total de animales criados para experimentar.
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Ya desde el primer dia, los ratones te gustan, y como
cuidadoras, intentamos darles la mejor vida posible como:
procurar mantener en las cubetas grupos estables con
enriquecimiento ambiental variado, intentar que los cruces sean
los minimos necesarios para tener los ratones que nos piden, y
(dentro de nuestro deber) detectar sintomas de dolor,
sufrimiento, estrés o enfermedad, donde la observacion diaria de
su estado normal es un buen indicador. En esto ultimo, evaluando
la forma de moverse, posturas encorvadas, pelo erizado, ojos
rasgados, inactividad... nos sugieren signos indicativos de
problemas; asi por ejemplo un problema de maloclusién supone
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un corte de dientes mas o menos frecuente, una herida producida
por picores y un rascado excesivo implica poner una crema para
aliviar los sintomas, un postoperatorio necesita de una vigilancia
tras la intervencion y un aumento de analgesia si fuese necesario.
Afortunadamente, en nuestro animalario hay dos veterinarias
dispuestasaayudarteyaponer medidas si son necesarias.

s ok
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Sinos preguntasen qué es lo que mds nos gusta del trabajo. ..
dirlamos que los ratones, aunque nuestro deseo seria ir viendo
una reduccion real en el nimero de animales y un reemplazo
efectivo. Mientras tanto seguiremos cuidando el bienestar animal
y sintiendo una enorme gratitud por unos animales que tanto nos
dan.

Mil gracias a todo el equipo del animalario por ser tan
acogedores con nosotras y habernos ensefiado tantas cosas, y
especialmente a Tomds por su apoyo constante, por confiar en
nosotrasy por sertan buen tutor.
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Probioticos

implementar la salu

Josep Maria Marimon Escudé
Centros Cientificos y Tecnoldgicos de la Universitat de Barcelona

En el nimero anterior expusimos los riesgos de las resistencias
antimicrobianas y las posibles alternativas que tenemos a la
utilizacion de antibiodticos. Entre estas alternativas estan el uso de
probidticos y prebidticos para prevenir y/o combatir problemas
microbianos, principalmente, en el tracto gastrointestinal, aunque
también se han descrito efectos muy positivos en otras localizaciones
como puede ser el sistema genitourinario e incluso a nivel sistémico.

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion (FAO, del inglés Food and Agriculture Organization of the
United Nations), los probioticos se pueden definir como aquellos
microorganismos vivos que cuando son administrados en cantidades
adecuadas confieren un beneficio para la salud del hospedador. Este
concepto incluye bacterias, hongos y levaduras, que se pueden
suministrar como cultivos de un solo organismo aislado o como
cocteles de varios organismos, y su efecto consistiria principalmente
en una exclusion competitiva de manera que promoverian de forma
positiva la microbiota digestiva, y protegerian contra la colonizacion
de bacterias daninas y enteropatdégenos, asi como a su vez
estimularian (o modularian) larespuestainmune. Los organismos mas
utilizados como probidticos son varias especies de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium, la levadura Saccaromyces cerevisae y
especies de los géneros Enterococcus, Streptococcus y Bacillus entre
otros.

Asimismo, se define a los prebidticos como aquellos ingredientes
alimentarios no digestibles que afectan de forma especifica al
hospedador, estimulando de manera selectiva el crecimiento y/o la
actividad de un numero limitado de bacterias en el colon y
provocando, de esta manera, un efecto beneficioso en la salud del
hospedador. En 2007, la FAO publicé una lista de las sustancias mas
comunes consideradas prebidticas como son la inulina, los
fructoologosacéridos y los galacto-oloigosacéridos entre otros.

Algunos prebidticos proporcionan una ventaja competitiva a
miembros de la microbiota nativa tales como Bifidobacterias y
Butirovibrios, provocando una exclusion competitiva frente a
posibles agentes patégenos, pero el uso de probidticos y prebidticos
puede realizarse bajo una estrategia conjunta denominada
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prebioticos:
desde la microbiota

simbidtica, en la que mezclamos a determinadas especies probidticas
con aquellas sustancias prebidticas que sabemos que van a favorecer
su desarrollo y actuacion, de esta manera aumentamos el efecto
beneficioso deambas.

En este sentido es habitual la utilizacion conjunta de prebidticosy
probidticos para el tratamiento de la alteracién patoldgica de la flora
nativa conocida como disbiosis, esta alteracion se ha relacionado con
muchos problemas de salud no sdlo a nivel gastrico, sino también a
nivel sistémico como por ejemplo en ladiabetes tipo 2.

Es importante tener en cuenta a la hora de seleccionar los
probioticos que seran administrados oralmente, por lo que para que
puedan tener efectos beneficiosos deben de poder resistir las
condiciones ambientales del aparato digestivo como son el efecto
microbicida de la saliva, la acidez gastrica y los efectos de las sales
biliaresy las enzimas pancreéticas.

Una vez en el intestino, los probidticos actuardn ejerciendo
diferentes efectos a este nivel como puede ser la competicion por los

nutrientes o la excreciéon de determinados metabolitos que pueden
inhibir el crecimiento de cepas con capacidad patégena (ver Figura 1).

EFECTOS DE LOS PROBIOTICOS

2. Estimulacion y/o modificacion del sistema inmune del hospedador.

1. Competicion por los nutrientes
ante las cepas patdgenas
y oportunistas.

3. Inhibicién de la adherencia de los patégenos a las mucosas y epitelios.

4. Produccion de metabolitos con efecto microbiano, como:

e
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«  Acidos (lactico, acético, propiénico y butirico)
«  Bacteriocinas (péptidos con efecto baceticida)
* Agua oxigenada

5. Efecto neuromodulador (eje instetino-cerebro).

Figura 1.- Efectos de los probidticos en el organismo hospedador.
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Parece ser que los efectos de los probidticos se extienden a nivel
sistémico y se ha visto que pueden tener un efecto beneficioso
sobre patologias como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 o el
cancer. En el caso del cancer, el papel anticarcinogénico de los
probidticos podria venir determinado por su capacidad de
inmunomodulacién y por la disminucién de secrecién de
determinadas enzimas microbianas (p. Ej. B-glucoronidasas y
nitroreductasas) involucradas en la sintesis o activacion de
carcindgenos, genotdxicos y promotores tumorales, asi como por la
estimulacion de la sintesis de enzimas protectoras como la glutation
transferasa.

El uso de probidticos no se considera exento de riesgos pues en
determinadas situaciones se ha descrito la aparicion de infecciones
e incluso bacteriemias a partir de organismos probidticos, en
concreto en casos de pacientes con inmunosupresiones muy
severasy generalmente relacionadas con determinadas especies. En
este sentido muchas de las especies de los genéros Lactobacillus y
Bifidobacterium se consideran avirulentas y estan incluidas en la
categoria GRAS (del inglés Generally Recognized As Safe) de la Food
and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos de América y
en la categoria QPS (del inglés Qualified Pressumption of Safety) de la
Autoridad Europea para la Seguridad Alimentaria (EFSA, del inglés
European Food Safety Authority), mientras que por el contrario, hay
algunos miembros del género Enterococcus que se consideran
patdégenosoportunistas.

Otro posible riesgo asociado al uso de los probidticos es la
presencia de resistencias a los antibiéticos en determinadas
especies de estos organismos (ver Figura 2). En algunos casos estas
resistencias pueden constituir una ventaja si las utilizamos
asociadas al uso de antibidticos para combatir a agentes
patogénicos, como en el caso de algunas cepas del género
Bifidobacterium que presentan de manera intrinseca (y no
transmisible) resistencias a antibioticos como la ciprofloxacina, la
estreptomicina olosaminoglucésidos.

RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN LOS ORGANISMOS PROBIOTICOS
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Figura 2.-Resistencias a los antibiéticos que pueden presentar los
microorganismos probioticos y que los hacen susceptibles de
serono utilizados como herramienta terapéutica.

Pero por otro lado, hay determinadas resistencias microbianas
que se han demostrado adquiridas y dentro de este tipo las que
suponen un riesgo mayor son aquellas que se encuentran en
lugares transmisibles como los plasmidos, transposones o profagos
de estos microorganismos. Por ejemplo, se ha demostrado en raton
la transmision de un plasmido que confiere resistencia a la
vancomicina, entre Enterococcus faeciumy Lactobacillus acidophilus
que son dos probidticos. También se ha detectado la presencia en
transposones de genes de resistencia a las lincosamidas, macrélidos
y tetraciclinas en algunas especies del género Bifidobacterium, de
manera que debemos tener ciertas precauciones a la hora de utilizar
probidticos y en cualquier caso deberiamos estar seguros de usar
s6lo aquellos que estdn testados y no poseen este tipo de
resistencias transmisibles.

Otros posibles riesgos derivados del uso de los probiéticos son
la produccion de metabolitos indeseables que pueden provocar
reacciones adversas (p. Ej. el acido D-lactico o las aminas bidgenas),
la excesiva inmunoestimulaciéon o inmunodepresion en individuos
sensibilizados e incluso los efectos adversos derivados de los
excipientes que componen su formulacién (p. Ej. lactosa), en este
Ultimo caso cabe resaltar que estos productos comercializados
deben cumplir con los requerimientos de un correcto etiquetado
segun lanormativavigente.

El uso de probidticos y prebidticos se nos presenta como una
herramienta terapéutica muy interesante para substituir o
complementar algunos de los tratamientos con antibioticos, pero
como hemos podido ver no esta exenta de riesgos, necesitamos un
vasto conocimiento del ecosistema intestinal, asi como de las
relaciones existentes entre los miembros de las diferentes especies
que lo habitan y su relacién con el organismo del hospedador para
garantizarun uso correcto de los mismos.

Por otro lado, es imprescindible también, antes de su
comercializacién, evaluar la seguridad de éstos, sobre todo en el
caso de los probidticos, teniendo en cuenta el tipo de
microorganismo, la forma de administracion, el nivel de exposicién
y el estado de salud del hospedador, asi como las funciones
fisiolégicas que pueda desempefar ese microorganismo en el
interiordel hospedador.
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Protocolo anestesico en modelo animal porcino
de cirugia cardiaca con circulacion extracorporea
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INTRODUCCION

En los ultimos afos ha existido un incremento de pacientes
sometidos a cirugia cardiaca, siendo el dafo miocardico
perioperatorio la causa mas frecuente de morbilidad y mortalidad
apesarde seruna cirugia técnicamente exitosa.

Uno de los principales avances quirurgicos es el soporte de
circulaciéon extracorpérea (CEC) permitiendo trabajar en un
campo exangle y realizar asi, las principales cirugias cardiacas
entre las que se incluyen anastomosis coronarias, implantes de
anillos mitral y tricispide, miectomias septales, sustituciones de
aortas ascendentes, reparaciones valvulares e implantes de
protesis adrticas. El soporte de CEC implica que la sangre pasa por
una bomba de circulacién extracorpérea, también llamada
“corazén-pulmon” que asegura la perfusion tisular y permite un
equilibrio entre el aporte y el consumo de oxigeno en los tejidos.
De esta forma, la bomba CEC (ver Figura 1) realiza el bombeo
sanguineo a los tejidos que haria el corazén y el intercambio
gaseoso delos pulmones.
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Figura 1.- Bombade circulacién extracorpérea.

Para poder realizar la técnica de CEC es necesario el
pinzamiento adrtico, para impedir el llenado de las arterias
coronarias, y la infusion de una soluciéon de cardioplejia que
paraliza el corazén y produce el enfriamiento de este para
disminuir su metabolismo. A su vez, es necesario mantener
perfundido el resto del organismo, por ello la maquina transporta
la sangre desde la auricula derecha a un recipiente llamado
oxigenador, donde la sangre se enriquece de oxigeno y tras pasar
losfiltros oportunos es devuelta al organismo.

Por otra parte, para adquirir las destrezas necesarias en la
realizacion de estas complejas técnicas quirurgicas y el
mantenimiento en soporte de CEC es necesario utilizar modelos
animales compatibles tanto por la anatomia como por el tamaio
de los 6rganos y la friabilidad de los tejidos. Asi, para el desarrollo
de estas cirugias en las que describimos su protocolo anestésico y
analgésico, se utilizaron cerdos Large-White de 40-45 kg de peso
enfunciéndelatécnicaadesarrollar.

CONSIDERACIONES TECNICAS DE LA CIRCULACION
EXTRACORPOREA

La técnica de CEC puede llevar al desarrollo del sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica y activar la cascada de
coagulacion causando efectos deletéreos en los pacientes. Esta
respuesta es debida principalmente a la hemodilucién, la
hipotermia y el contacto de la sangre con superficies no
bioldgicas como los circuitos de la bomba CEC. También pueden
tener lugar eventos de isquemia-reperfusion resultado del
pinzamiento adrticoy endotoxemias'.

Los objetivos en la anestesia con CEC deben incluir la
optimizacion de la oferta/demanda de O, del miocardio, el
mantenimiento de la contractibilidad cardiaca y la optimizacion
de las resistencias vasculares periféricas y pulmonares. Se deben
también evitar alteraciones de ritmo con efecto negativo en los
parametros anteriores.




Anestesia y analgesia

Por ello, la monitorizacién hemodindmica juega un papel
indispensable para el mantenimiento y control adecuado del
paciente. En el periodo pre-bypass, se deben monitorizar unos
pardmetros minimos registrados en monitores
multiparamétricos (ver Figura 2): electrocardiograma (ECG),
frecuencia cardiaca (FC), saturacién periférica de oxigeno (Sp0O,),
frecuencia respiratoria (FR), concentracion espirada de dioxido de
carbono (EtCO,), volumen corriente o tidal (VT), volumen minuto
(VM), presion pico (Ppico), presion meseta (Pmeseta), presion al
final de la espiracion (PEEP), complianza (distensibilidad o
extensibilidad pulmonar; Cdyn) y presion arterial invasiva o
directa (PAI; sistdlica, diastélica y media). En el periodo bypass, el
soporte y la monitorizacion se realizan a través de la bomba de
CEC, de la realizacién de gasometrias y del control de la
produccion de orina chequeando asi todos los parametros de una
forma adecuada ya que no podremos observar pardmetros como
FC, FR, EtCO,y no habré volimenes ni presiones ventilatorias.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Monitorizaciéon hemodinamicay ventilatoria.
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Otras consideraciones para tener en cuenta son las diferentes
técnicas de proteccion miocardica, ahorro de hemoderivados o
perfusion cerebral anterégrada que realizan los perfusionistas y
que influyen en gran medida en la evolucion del paciente y en el
destete delabombade CEC.

La protecciéon miocérdica es una practica diaria tanto en el
tratamiento quirdrgico como en el médico con el objetivo de
evitar el dafno miocdrdico por isquemia reperfusion y entre las
diferentes técnicas, la cardioplejia o cese de la actividad cardiaca
es una de las principales. Se utilizan diferentes soluciones
cardiopléjicas cuyo propdsito es reducir la actividad metabdlica
del miocardio durante los periodos de isquemia, enlenteciendo la
acidosis intracelular y el exceso de calcio en el citosol del miocito.
Ademas, se interrumpe la actividad eléctrica y mecanica del
corazén reduciendo sus necesidades metabodlicas.

Existen diferentes tipos de soluciones cardiopléjicas entre las
que encontramos la cardioplejia del nido, la miniplejia, y la
cardioplejia sanguinea fria anterégrada y retrégrada. La
composicion de las soluciones cardiopléjicas es variada, pero
entre sus principales componentes se encuentra el cloruro
potasico a diferentes concentraciones, el sulfato de magnesio, la
lidocaina, el calcio, el sodio e incluso el triptéfano.

También se utiliza la hipotermia como medida protectora, ya
que descensos de temperatura corporal a 28°C disminuyen un
50% los requerimientos de O, y por cada grado centigrado que
disminuimos, se disminuye el consumo de O, un 7%’.

Por otra parte, la cirugia cardiaca ocasiona profundos
cambios fisiopatoldgicos que incluyen alteraciones hemostaticas
debido al uso de heparina, consumo de factores de coagulacion,
hemodilucién excesiva, hipotermia y fibrindlisis, por citar
algunos, con un elevado riesgo de pérdidas sanguineas
perioperatorias. Estos fendmenos ponen en riesgo al paciente y
obligan a trasfundir sangre o hemoderivados incrementando la
morbilidad y mortalidad, a la vez que predisponen a numerosas
complicaciones.

A su vez, antes de la entrada en bomba de CEC se realiza una
hemodiluciéon normovolémica, una extraccion de sangre total
mientras se restaura el volumen sanguineo circulante con
soluciones cristaloides o coloides poco antes de una pérdida
sanguinea quirurgica que se prevé significativa. Cuando
hemodiluimos al paciente se activan mecanismos
compensadores como el aumento del gasto cardiaco, el aumento
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de la extraccion tisular de oxigeno o cambios en la afinidad de la
hemoglobina’.

Los pacientes sometidos a la CEC desarrollan frecuentemente
una sobrecarga hidrica, asi como alteraciones electroliticas.
Ademas, el contacto con superficies no endoteliales y el propio
trauma quirdrgico promueven el aumento de la permeabilidad
capilar con el consecuente desplazamiento de agua al tercer
espacio, lo que puede producir edema pulmonar y cerebral
provocando hipertensién cerebral, fallorenal, etc.

PROTOCOLO ANESTESICOY ANALGESICO

Previa administracién de los farmacos es importante revisar
los equipos y tener todo el material necesario preparado,
incluidas drogas con accion cardiovascular como atropina,
adrenalina, lidocaina, noradrenalina y vasopresores (dopamina,
dobutamina o fenilefrina) sin olvidar los fluidos isoténicos e
hiperténicos o coloidales.

El protocolo anestésico en cirugia cardiaca con CEC, incorpora
nuevas fases a tener en cuenta desde el punto de vista
farmacolégicoy hemodindmico (verTabla 1).

1. Premedicacion

Los cerdos son animales que se estresan con mucha facilidad
sobre todo en la manipulacion, por lo que es muy importante
realizar esta fase de forma adecuada. Unido a éste, los animales
van a sufrir estrés quirdrgico, por lo que debemos minimizarlo al
maximo.

Los animales se aclimataron a la instalacion durante al menos
unas 48-72 horas antes de cualquier manipulacién. El ayuno de
solidos, para evitar neumonia por aspiracion, fue de 6-8 horas, no
siendo necesario elayuno de liquidos.

Para favorecer la manipulacién y la preparacién del animal se
administraron 10 mg/kg de ketamina, 0,1 mg/kg de
dexmedetomidina'y 2 mg/kg de azaperona por via intramuscular
(IM). La terapia analgésica equilibrada, o balanceada, se inici6 con
laadministracién de 1 mg/kg de Morfina IM.

La ketamina, agente anestésico disociativo y potente
analgésico, posee efectos estimulantes del sistema
cardiovascular: incrementa la frecuencia cardiaca y la
contractibilidad, por tanto, incrementa el gasto cardiaco. Por otra
parte, suasociacion con diversos sedantes reduce dichos efectos y
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lo hace un farmaco mas adecuado. Asi, en esta fase preparatoria
del animal, el uso de la ketamina junto con sedantes que
contrarresten sus efectos negativos puede ser muy adecuado ya
que permite unainmovilizacién adecuada.

Se combiné con dexmedetomidina, un sedante agonista a2-
adrenérgico, y azaperona, una butirofenona para contrarrestar los
efectos de la ketamina y favorecer la sedacion e inmovilizacion
necesaria. La dexmedetomidina produce sedacién, analgesia
moderada y relajacion muscular, y la azaperona Unicamente
sedaciony cierta relajacion muscular. Ambas presentan un efecto
cardiovascular dosis dependiente. La dexmedetomidina, se
caracteriza por una fase inicial de vasoconstriccion, aumento de
PAy bradicardia refleja, y continta con una fase caracterizada por
disminucién del tono simpatico, de la FCy la PA. La azaperona, por
su parte, también produce una disminucién significativa de la FC
y la PA, aunque la disminucién de la PA no es dosis dependiente y
tiene cierto efecto antiarritmico™.

Es cierto que ambos sedantes tienen efectos importantes a
nivel cardiovascular estando por ello contraindicados en
pacientes con patologia cardiaca, pero hay que tener en cuenta
que nuestros pacientes son pacientes sanos sometidos a una
cirugia cardiaca. Si los animales tuvieran una cardiopatia a
resolver por medio de CEC el protocolo de sedacion deberia
modificarse combinando ketamina con un sedante con minimos
efectos cardiovasculares como las benzodiacepinas. La morfina
como opioide puro agonista mu produce depresion
cardiovascular y respiratoria dosis dependiente, pero la
utilizacion de estos farmacos sigue siendo base en la analgesia
equilibrada. Puede utilizarse por diferentes vias y combinado con
diferentes farmacos, y reduce los requerimientos anestésicos’.

Una vez sedado e inmovilizado se canularon dos venas
auriculares y se inici6 con la fluidoterapia de cristaloides (Ringer
Lactato o NaCl 0,9%) a dosis de soporte (2 ml/kg/h).

Durante esta fase se preoxigeno a los animales con mascarilla
y oxigeno al 100%. También se realiz6 monitorizacién de la
frecuencia cardiaca y de la saturacion de oxigeno mediante
pulsioximetria.

2. Induccion

El objetivo de esta fase es obtener una buena profundidad
anestésica sin una gran variacion en la PAM o en la frecuencia
cardiaca (FC) a pesar de los estimulos simpaticos, para mantener
una relaciéon éptima entre el aporte de oxigeno (DO,) y el
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consumo de oxigeno (VO,) del miocardio y demas tejidos’. Si
mantenemos un gasto cardiaco (Q o CO) estable y el nivel de
hemoglobina (Hb) y la saturacion arterial de oxigeno (SatO,) son
adecuados, aseguramos el DO,.

Asi, se decidié optar por la inducciéon con propofol
intravenoso (IV) a dosis efecto siendo suficiente una dosis inferior
a1 mg/kg. El propofol es un hipnético utilizado habitualmente en
induccion por su rapido efecto, inconsciencia en 30-60 segundos,
y su rdpido metabolismo. De hecho, debido a sus propiedades es
uno de los hipnoticos inyectables mas utilizados también en
infusién continua. Por otra parte, su administracion en induccion
debe ser lenta para evitar hipotensién arterial que puede
asociarse a su administracion en bolos. Incluso en infusion
continua durante la CEC produce disminucion de las RVS
pudiendo ser necesarios flujos mas altos para mantener una PAM
adecuada. A su vez, en fallo del ventriculo derecho es idéneo para
disminuir la postcarga por su efecto vasodilatador y un posible
efecto sobre la complianza (Cdyn) del ventriculo derecho. A nivel
cerebral también disminuyen los requerimientos metabdlicos del
026,7.

En esta fase no es habitual el requerimiento de farmacos
vasoactivos ni el aporte importante de liquidos endovenosos, que
aumentarian la hemodilucién que producira el “cebado” de la
bombade CEC.

Tras la ausencia de reflejos palpebrales y laringeo y tras
instilacion de lidocaina local se realizé la intubacion con tubos
endotraqueales de 7-7,5 mm de diametro y se conecté a la
maquina anestésica para continuar con la fase de mantenimiento.

3. Mantenimiento

En esta fase de mantenimiento anestésico se realizaron
diversas técnicas necesarias para el buen desarrollo de la cirugia
cardiaca.

Se canulé la arteria femoral por medio de la técnica de
Seldinger como via central para monitorizacién de la presion
arterial y obtenciéon de muestras sanguineas (véase seccion de
monitorizacion).

Para el control de la diuresis se realizé una cistocentesis y se
conectoé a unsistema de recogida urinaria.

El control del dolor se realizé mediante la administracién de
unainfusién continua combinando morfina, lidocainay ketamina,
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conocido popularmente como milk o MLK. Las dosis fueron 0,6
mg/kg/h, 3 mg/kg/h y 0,24 mg/kg/h respectivamente, tras una
dosis de inducciéon (M 0,6 mg/kg, L 3 mg/kg y K 0,24 mg/kg)
administrada entre 4 y 15 minutos. La ketamina actua sobre los
receptores NMDA generando analgesia. A su vez, la combinacién
de ketamina con morfina en infusion continua permite conseguir
mayor efecto analgésicoy también se ha visto unareducciéndela
CAMen el intraoperatorio. La adicion de lidocaina aporta diversos
beneficios entre ellos, incrementa el efecto analgésico y sedante”.
Lareducciondela CAM se haobservado en perrosy en caballos en
los que se ha estudiado el protocolo MLK, pero no ha sido
demostrada en cerdos® aunque en el protocolo tratado en este
estudio publicado se utilizaron niveles de CAM relativamente
bajos, entre 0,9-1,1% vol, en los 16 animales del programa. Si bien
es cierto que estos datos no han sido analizados en los animales
utilizados para generar este protocolo anestésico.

Periodo PreCEC

Durante esta fase, los cirujanos realizan la esternotomia y
canulacion de los accesos arteriales y venosos oportunos segun la
técnica quirdrgica a desarrollar para poder conectar con labomba
de CEC(verFigura3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Canulacién vasos para CEC.
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En la mayoria de los casos, los cirujanos solicitan el cese de la
ventilacion de forma puntual y en reiteradas ocasiones para evitar
lesiones en el pulmén mientras realizan la esternotomia, por lo
que es muy importante vigilarla SpO,.

Una vez realizada la esternotomia, se inicia la canulacién lo
que puede provocar hipotension y arritmias por hemorragias y/o
por la manipulacion del corazén ya que para poder visualizar y
proteger el corazén lo manipulan dificultando el movimiento
adecuado del mismo. Es muy importante mantener una buena
comunicacion con el cirujano, asi como la utilizacién de
volumenes elevados de cristaloides, vasopresores y antiarritmicos
en caso de ser necesario.

De forma inicial y con el objetivo de evitar hemodilucion,
iniciaremos la administracion de fluidoterapia a 2 ml/kg/h,
aunque la aumentaremos en caso de necesidad. En esta fase se
comprueba el hematocrito y el tiempo de coagulacién (ACT) y se
administra heparinaa 300 ui/kg/IV.

El mantenimiento anestésico se realizd mediante anestesia
inhalatoria, concretamente con sevofluorano manteniendo una
CAMde0,9-1,1%vol.

Se decidi6 realizar el mantenimiento con anestésicos
inhalatorios en lugar de intravenosos por las ventajas intrinsecas
como son el rapido control del plano anestésico y el amplio
margen de seguridad entre otros. En nuestro caso utilizamos
sevofluorano que al ser menos soluble en sangre que el
isofluorano nos permite realizar cambios en la profundidad
anestésica de forma mas rapida. Por otra parte, sus efectos
cardiovasculares y respiratorios son dependientes de la dosis, por
lo que nos permite mantener una excelente profundidad
hipnotica con escasas modificaciones de las resistencias
vasculares sistémicas (RVS)’.

Periodo CEC

Durante esta fase, el corazén estd en asistolia inducida y la
sangre es bombeada en su totalidad por la bomba extracorpérea,
que deberd mantener un flujo y una oxigenacion adecuados para
evitar problemas de hipoxemia y caidas de PA con sus oportunas
complicaciones asociadas (ver Figura 4). Durante la perfusion
normotérmica, flujos arteriales de 2,2-2,4 L/m’/min son
suficientes para mantener una adecuada perfusion y oxigenacion
titular’,

34

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Datos hemodinamicos, CAMy temperatura en periodo de CEC.

Al inicio de la CEC, se deben parar los fluidos IV ya que se
produce una hemodilucién por el liquido de cebado de labomba
(cristaloides, manitol, etc.) lo que hace que disminuyan la
viscosidad sanguinea, las RVS y la PA. Esta hipotension suele ser
facilmente compensada por el perfusionista mediante un
aumento del flujode la CEC.

Un nivel bajo de Hb pre-CEC (anemia o gran aporte de
cristaloides) o uninicio de la CEC muy réapido pueden hacer que la
hipotension sea dificil de compensar sélo con el aumento del
flujo. Si el cuadro es de corta duracién y se mantiene el DO, no
parece tener repercusion posterior. Si persiste y las RVS son bajas,
mientras los perfusionistas y cirujanos descartan otras causas
(circuito, canulacién, etc.) nosotros deberemos iniciar la
administracion de farmacos con efecto alfa-adrenérgico para
mejorar la presion de perfusion. En nuestro protocolo optamos
por el uso de 100 mg defenilefrina en bolo (2,5 mg/kg).

Una vez que se ha iniciado la CEC, el mantenimiento puede
realizarse con una TIVA (anestesia total intravenosa) o continuar
con la inhalatoria si la bomba CEC dispone de vaporizador
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asociado. Este no era nuestro caso, por lo que una vez en bomba,
la anestesia fue mantenida con infusion continua de propofol
unido al soporte analgésico del MLK. De esta forma, reduciamos
los requerimientos anestésicos del propofol a la vez que
implementabamos una analgesia balanceada.

La utilizacion de relajantes musculares, habitual en medicina
humana, nofue necesaria.

Salidade CEC

En estafase, el animal ya no recibe mas cardioplejiay se realiza
el destete de la bomba. Durante el destete, el relleno ha de ser
progresivo y muy lento administrando de 25 a 50 ml, alcanzando
cifras de P, de 100 + 10 mmHg, para evitar una sobredilatacion
y el consecuente fallo cardiaco. También se reinicia la fluidoterapia
a dosis de mantenimiento y la ventilacion mecénica con O, al
100%".

Tras la estabilizacion hemodinamica se realiza la reversion de
la heparina con protamina a dosis de 1-1,3 mg por cada mg de
heparina administrada y se revisa el ACT por si fuera necesario
administrar plaquetas’.

Es muy probable que se produzcan arritmias incluso
extrasistoles que deberan ser tratadas con los oportunos
antiarritmicos como lidocaina, noradrenalina, atropina y
adrenalina entre otros.

Si existiera sangrado dificil de controlar, con hipotension
severa y/o arritmias a pesar de utilizar formacos inotropos, hay
que volver a entrar en bomba y plantearse la utilizacién de
dispositivos de asistencia. En ocasiones es necesaria aplicar una
desfibrilacion o realizar toques de marcapasos sobre la
musculatura cardiaca para reactivar la actividad eléctrica del
corazoén.

Tabla 1.-Resumen del protocolo anestésico utilizado.

Protocolo anestésico utilizado

Inmovilizacion
quimica

Ketamina (10 mg/kg) + Dexmedetomidina (0,1
mg/kg) + Azaperona (2 mg/kg) intramuscular (IM)

Preanalgesia

Morfina (1 mg/kg) IM

Fluidoterapia

Cristaloides (Ringer Lactato o NaCl 0,9%) a flujo de
soporte (2mL/kg/h)

Induccién

Propofol (1 mg/kg) intravenoso (V)
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Mantenimiento
anestésico

Anestesiainhalatoria: Sevofluorano (0,9-1,1% vol)

Analgesia
intraoperatoria

Morfina, Lidocaina y Ketamina, conocido
popularmente como milk o MLK (0,6 mg/kg/h, 3
mg/kg/hy 0,24 mg/kg/h, respectivamente)

Periodo 100 mg de Fenilefrinaenbolo (2,5 mg/kg) IV
de bomba TIVA (anestesia total intravenosa) de propofol +
CEC MLK
Destete:
- Relleno de volemia progresivo y muy lento
administrando de 25-50 ml
-Reinicio de la fluidoterapia a dosis de
salida d mantenimiento
a(I:EaC 3 - Ventilacion mecanicacon O,al 100

Reversion de la heparina: protamina (1-1,3mg/ 1
mg heparina)

Medicacion cardiovascular preparada y cargada:
jeringuillas de lidocaina, noradrenalina, atropinay
adrenalina, entre otros.

4. Recuperaciony Postoperatorio

Una vez ha salido de bomba y ha finalizado la cirugia es muy
importante mantener un buen control hemodindmico y
ventilatorio (ECG, FC, SpO,, EtCO,, PA, etc.) durante las primeras
horas para evitar posibles complicaciones.

Debemos centrarnos en el control de la homeostasis que se ve
afectada por los cambios fisiopatoldgicos generados por el uso de
la circulacién extracorpdrea, los fenédmenos de isquemia-
reperfusion en el corazén, la hipotermia, los trastornos en el
sistema de coagulaciony los efectos adversos de las transfusiones
yelsangrado.

En el sistema cardiovascular hay depresion miocardica con
vasoconstriccién inicial y luego vasodilatacion, episodios de
hipertensién o hipotensién sostenidas, trastornos de la
conduccién y arritmias ventriculares o supraventriculares. Los
pulmones pueden tener atelectasias, lesion pulmonar
inflamatoria, presencia de liquido residual en las pleuras,
disminucién en el volumen espiratorio forzado (VEF) y capacidad
residual funcional (CRF) y los rinones estan hipoperfundidos por la
pérdida del flujo pulsatil, la hipotermiay la respuesta inflamatoria
secundariaalaCEC.

En resumen, se debe llevar un adecuado control
hemodinamico (ECG, PA, gasometria arterial, profilaxis
antiarritmica, etc.), control de la funcién respiratoria, control de la
diuresis y de las posibles hemorragias, sin olvidarnos del dolor
postquirdrgico.
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MONITORIZACION DEL PACIENTE

Como ya se ha comentado, la monitorizacién hemodinamica
juega un papel imprescindible en cirugias con CEC (ver
Figuras2y4).

Las principales complicaciones que nos podemos encontrar
son hipoxemia, hipotension, arritmias (p. Ej. bradicardias,
taquicardias, fibrilaciones ventriculares, extrasistoles, etc.),
hemorragias y tromboembolismos. La monitorizacion debe ser
dinamica y flexible adaptandola a las necesidades de cada
momento. Las complicaciones asociadas a este tipo de cirugia
implican que tengamos preparada la medicacién
correspondiente’: anticolinérgicos, vasopresores, antiarritmicos,
dexametasona, bicarbonato, electrolitos y heparina. También se
debe tener disponibles bloqueantes neuromusculares por si son
necesariosy sobre todo palas para desfibrilacion interna.

Electrocardiografia

Para asegurar un buen control de la actividad cardiaca es
imprescindible realizar electrocardiografias. A su vez, es necesario
un control continuo de la frecuencia cardiaca para detectar
situaciones de taquicardia y bradicardia, asi como para verificar la
asistolia presente en el soporte CEC.

La cirugia cardiaca conlleva la manipulacién del corazon lo
que va a facilitar la aparicion de arritmias durante el proceso
previo y posterior a la CEC. Las principales arritmias que nos
vamos a encontrar son bloqueos de primer y segundo grado,
taquicardias ventriculares, extrasistoles y, si la manipulacion es
excesiva, puede aparecer fibrilacién ventricular siendo necesarias
las infusiones de antiarritmicos y en muchas ocasiones la
utilizacion de un desfibrilador para su resolucion.

El fallo ventricular es una de las principales causas de
descompensacion cardiaca tras el destete de labomba de CECy se
debe en parte, a los daios por isquemia-reperfusion asociados a
la CEC y al fallo cardiaco inducido por la cardioplejia'. Por ello la
monitorizacion electrocardiografica es importante realizarla
duranteytraslacirugia cardiaca con CEC.

Presion Arterial Invasiva (PAI)

El control de la PAI, concretamente, de forma invasiva es de
vital importancia durante la cirugia. Nos permite obtener una
medicién precisa, continua e inmediata de los valores de presién
arterial sistolica, diastdlica y media, imprescindibles en este
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modelo animal. La utilizaciéon de medidores de presion arterial no
invasiva no es adecuada en este modelo puesto que las
mediciones no son siempre exactas y no son continuas e
inmediatas.

Los momentos de entrada y salida en bomba son criticos para
la presion arterial. La canulacion arterial y venosa previa a entrar
en bomba puede conllevar, también, a situaciones de
hipotension que se resuelven en el momento en que los cirujanos
dejan de manipular el corazén y permiten un llenado correcto. Si
la velocidad en esta fase no esta presente es posible que sea
necesaria la utilizacién de vasopresores a dosis baja para evitar un
efectorebote traslamanipulacién’.

iEs muy importante en este contexto una muy buena
comunicacion con el cirujano!

PresionVenosa Central (PVC)

El control de la presion venosa central nos permite controlar el
balance entre el retorno venosoy la capacidad cardiaca de eyectar
el volumen. A su vez, nos permite disponer de un acceso venoso
paraadministracion de fluidos a gran velocidad si fuera necesaria.

EtCO,

En estos pacientes es muy habitual utilizar ventilacion
mecanica para mantener un buen equilibrio respiratorio y evitar
hipercapnias e hipoxemias. El CO, espirado nos permite valorar si
la ventilacion esta siendo adecuada o debemos modificar
nuestros pardmetros para optimizar la respiracion. De hecho, la
capnometria nos permite valorar tanto la ventilacion como la
perfusion pulmonar de formaindirecta.

Serd necesario mantener una presion al final de la espiracion
(PEEP) para evitar el colapso de los alvéolos y evitar los problemas
asociados a las atelectasias y a la apertura y cierre de los alvéolos
deformarepetida”.

Presion parcial de CO, en sangre (PaCO,)

Tener una via arterial disponible es importante ya que
también se utiliza para la extraccion de muestras sanguineas para
valoracion de la técnica de perfusion. Estas muestras sanguineas
permiten a los perfusionistas valorar el hematocrito inicial y el
tiempo de coagulacion, y poder ajustar asi la dosis de heparina a
administrarantes de entrar en bomba.
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También permiten controlar el equilibrio acido base durante
el periodo en el que el animal estd en CEC. Durante la fase de CEC
el paciente va a ser oxigenado por medio de la bomba, no hay
ventilacién pulmonar por lo que nuestros monitores ventilatorios
no van a obtener datos de capnometria ni capnografia, no habra
curvas nidatos del CO,, y la inica manera de controlarlo es a través
delamedicion directa del PaCO, a través de gasometria arterial.

Presion parcial de O, en sangre (Pa0,)

La realizacion de una gasometria arterial también nos
permitird obtener datos para poder controlar de forma veraz el
oxigeno en sangre (Pa0,) y evitar la hipoxemia, complicacién
habitual en estas técnicas.

En los periodos anteriores a la CEC el O, se mide
habitualmente a través de pulsioximetria, obteniendo la SpO,,
pero la medicion mas directa y exacta para asegurar una buena
oxigenacion y ausencia de hipoxia es la medicion directa de la
Pa0,. Asila via arterial invasiva nos permite poder tomar muestras
seriadas a lo largo de la cirugia y llevar el control 4cido-base de
forma precisa.

Temperatura

La hipotermia es siempre un factor a controlar para favorecer
la recuperacién de los pacientes, pero en esta cirugia hay que
tener en cuenta que es una de las técnicas utilizadas para
disminuir el consumo de oxigeno del miocardio y, también, como
técnicade proteccién porlo que esimportante controlarla bien.

La hipotermia también afecta a la potencia del propofol
potenciando su efecto por lo que seran necesarias infusiones
menores durante la CEC para mantener una adecuada
profundidad anestésica'’.

Diuresis

El control de la diuresis es importante de cara a valorar la
existencia de dafo renal. El control de la perfusion es critico
durante la CECy puede asociarse a una hipoperfusion renal con el
consiguiente dafo renal. En humana, la disfuncién renal tras
circulacion extracorpérea se observa en un 60-70% de los casos.
De hecho, en ocasiones aparece como daiio subclinico y puede
derivaraun dafo renal irreversible que requiere incluso dialisis*".

Profundidad anestésica

La profundidad anestésica asegura un buen grado de
hipnosis y amnesia, requisitos para una anestesia adecuada. Pero
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durante la CEC, los monitores hemodinamicos y la medicién del
EtCO, estan practicamente ausentes esto dificulta el control del
paciente. De hecho, en humana se han reportado casos de
despertarintraquirdrgico en estas cirugias''.

Uno de los métodos para controlar la hipnosis y el grado de
profundidad anestésica es mediante la utilizacién del indice Bi-
espectral o monitor BIS (ver Figura 5). El BIS correlaciona la
actividad eléctrica del cerebro, las ondas de
electroencefalografia, con un niumero de forma que podemos
valorar objetivamente si existen o no ondas que indiquen
hipnosis. De esta forma, y siguiendo la referencia que existe en
medicina humana, un paciente esta en un grado de hipnosis
adecuado para llevar a cabo una cirugia cuando el BIS esta por
debajo de 60, siendo el 100 la actividad maxima y el 0 la muerte
cerebral.

) Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Monitorizacion Indice BIS.

Se sabe que la hipotermia disminuye el indice BIS. Por cada
grado que desciende la temperatura el BIS baja entre 1-1,2
unidades". Por lo que, siendo la hipotermia una de las técnicas de
proteccion miocardica empleada, esimportante verificar el grado
de hipnosis del paciente.
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Bienestar animal

Refinamiento en pruebas de conducta en roedores

Garikoitz Azkona Mendoza
Animalario del Parc de Recerca Biomeédica de Barcelona (PRBB)

INTRODUCCION

La ética en el uso de animales con fines cientificos estad basada
en el utilitarismo. En este sentido, tanto los investigadores como
los miembros de los comités de ética de experimentacién animal
sopesan en cada experimento tanto los dafos para el animal con
los beneficios previstos para los seres humanos. El concepto de las
3Rs (Reduccion, Reemplazo y Refinamiento) es un marco sélido
para minimizar el uso y sufrimiento de los animales (dafo al
animal) y un medio para apoyar la ciencia de alta calidad y la
traslacion (beneficio para la sociedad). El conflicto se resuelve,
normalmente, analizando cada caso, valorando los dafos y
beneficios a los animales, o priorizando el refinamiento sobre la
reduccion (Graham &Prescott, 2015).

Existen muchas pruebas de conducta en roedores que
permiten analizar, entre otras, funciones motoras, interaccion
social, conductas tipo ansiosas o depresivas, o diferentes
capacidades cognitivas. Casi todas las pruebas conductuales
tienen una complejidad inherente y, en muchas ocasiones, su uso
requiere una motivacion. La motivaciéon, cominmente, mas
utilizada es el miedo. El miedo a ahogarse en la prueba de
natacion forzada, el miedo a caerse en el rotarod, o el miedo al
shock eléctrico en el aprendizaje de evitacion activa. Muchos otros
protocolos utilizan el hambre o la sed para motivar al animal a
realizar un paradigma, tras someter al animal a una deprivacion
temporal (Hanell & Marklund, 2014).

Estos recursos motivacionales entran en conflicto con el
bienestar animal. La concienciacion sobre el bienestar animal de
muchos investigadores, asi como los cambios fisioldgicos y
conductuales inherentes al estrés producidos por ciertos recursos
motivacionales, han llevado al disefio, por parte de ciertos grupos
de investigacion, de pruebas conductuales en las que no es
necesario utilizar los recursos motivacionales para analizar la
conductadeestudio.
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A continuacion, se describen diferentes pruebas
conductuales enlas que el protocolo original incluye un estresory
que hanssido validadas evitandolos, con el fin de refinarlas.

PRUEBA DE RESISTENCIA SIN UTILIZACION DE SHOCK

En esta prueba, y una vez habituados a la sala, los animales se
colocan en la parte superior de una cinta para correr (treadmill, en
inglés) en movimiento, en sentido opuesto a la rejilla electrificada
y ala direccion del movimiento (ver Figura 1). Si dejan de correr se
ven empujados a la rejilla donde reciben una descarga eléctrica
(0,4-0,5 mA), por lo que para escapar del estimulo negativo los
animales vuelven a la cinta. De esta forma los animales asocian
comoaversivo dejar de correr.

Celen

. §

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Cinta corredora o treadmill utilizado en ratones para medir la
resistencia al ejercicio.
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Si bien, es la prueba mas utilizada en roedores para medir la
resistencia, la conducta de evitacion y el estrés psicolégico
producidos por el shock pueden interferir con la cuantificacién de
laresistencia, la bioquimica séricay el bienestar animal.

Con el fin de refinar esta prueba, se ha validado este
paradigma sin shock eléctrico (Conner, Wolden-Hanson, & Quinn,
2014). La evaluacion de la hipétesis la realizaron en diferentes
sublineas de ratones C57BL/6, incluidos transgénicos y knockouts
con este fondo genético. Seguin su protocolo, tras la aclimatacion
de los animales a la sala del experimento durante 1 o 2 horas, los
ratones se habittan al aparato. Para ello, los colocaremos sobre la
cinta inmovil 5 minutos, y a continuacién otros 5 con la maquina
encendida, pero sin movimiento, para que se acostumbren a los
ruidos que produce. Tras la aclimatacion, se pone en marcha la
cinta a una velocidad baja (10 m/min) y el cronémetro. Muchos de
los ratones comienzan a correr, aunque siempre hay individuos a
los que habra que forzar mediante empujones suaves ayudados
por un palo de madera como los depresores linguales. Cuando el
animal esté en lo mas alto de la cinta comenzaremos a
incrementar la velocidad 1 m/min cada 2 minutos. Hay que
determinar la velocidad maxima de carrera sostenida de cada
animal, que suele estar entre 14y 17 m/min en ratones C57BL/6,
ajustando la velocidad y observando los animales. Dentro de
nuestros grupos experimentales tendremos ratones que no
correrdn nunca y se descartaran; otros, sin embargo, habra dias
que no corran y dias en los que si. Una vez identifiquemos al
animal exhausto pararemos el cronémetro. Se define exhausto
como tres paradas sucesivas y la renuncia a correr a pesar de
insistirle amablemente a lo que se le suman los signos fisicos de
agotamiento como respiracion dificultosa o postura extendida.
Los animales se recuperan del agotamiento tras 30-60 minutos.
Los datos se pueden representar como el tiempo de agotamiento
olavelocidad de carrera sostenida.

La realizacién de este nuevo protocolo requiere de mas
tiempo y hay que tener en cuenta que la determinacion de la
velocidad de carrera maxima sostenida, la resistencia a la
ejecucion y el punto final del agotamiento son determinados de
forma subjetiva por el experimentador. Atn y todo, la mayoria de
los ratones jévenes corren voluntariamente si se aclimatan
lentamente al aparato y las muestras de rechazo a correr o el
agotamiento suelen serclaras.

PRUEBA DE LA NATACION FORZADA

La natacion forzada es una prueba répida de realizar, muy
fiable, sensible y relativamente selectiva para analizar farmacos
antidepresivos.
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El protocolo original consiste en la introduccién del animal en
un recipiente de plastico transparente (ver Figura 2) lleno de agua
atemperaday el registro de las diferentes conductas, inmovilidad,
nataciéon o escalada, durante los 6 minutos en los que dura la
prueba.Tras dos minutos de lucha vigorosa, los animales adoptan
una postura de inmovilizacion, flotando y haciendo movimientos
ligeros necesarios para mantener la cabeza fuera del agua,
alternando con movimientos de nadar o remar. Este fallo inducido
por estrés en la conducta de escape se denomina conducta de
desesperacion, y ha sido consistentemente prevenida mediante
el tratamiento con antidepresivos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Recipientes de plastico transparente en los que se realiza la
prueba de la natacion forzada.

Enrataslos antidepresivos en general reducen lainmovilidad,
mientras que los inhibidores selectivos de la recaptacion de
epinefrinay los antidepresivos triciclicos incrementan la escalada,
y los inhibidores selectivos de la recaptacién de serotonina
incrementan la natacién. Estos cambios permiten en la rata la
discriminacion del efecto de los antidepresivos de estudio (Detke,
Johnson, &Lucki, 1997).

Con el fin de estandarizar y validar estas conductas activas y
pasivas, se ha propuesto un andlisis para refinar la prueba de
natacion forzada en ratones Swiss (Costa et al., 2013). Para ello
sometieron a los ratones a la prueba y anotaron la frecuencia y el
tiempo de las distintas conductas. Posteriormente, analizaron los
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resultados de los primeros 2 minutos, de los siguientes 4 y el total
de los 6 minutos. Los resultados muestran que los antidepresivos
triciclicos (imipramina), los inhibidores de la recaptacién selectiva
de la epinefrina (desipramina) y de la serotonina (fluoxetina) y los
estimulantes del movimiento (cafeina) reducen
significativamente la inmovilidad en los dos primeros minutos,
por lo que para determinar esta conducta no es necesario someter
alosanimales ala prueba de 6 minutos. El resto de 4 minutos de la
prueba sirve para discriminar el efecto de los antidepresivos y los
estimulantes en la actividad motora, ya que los antidepresivos
incrementan el tiempo de la escalada, mientras que los
estimulantesincrementan el tiempoy la frecuencia.

Estos resultados muestran que la prueba de la natacién
forzada es un paradigma adecuado para predecir los efectos de
los antidepresivos. Sin embargo, con el fin de refinar la prueba y
aumentar la predictibilidad es necesario el andlisis de los
resultados minuto a minuto.

ENTRENARSIN RESTRICCION DEAGUA

Es frecuente la utilizacién de comida o agua como
recompensa en pruebas de condicionamiento operante que
analizan la capacidad sensorial, motora o cognitiva en roedores. El
agua como recompensa es muy utilizada en el entrenamiento de
comportamientos automaticos y registros electrofisiolégicos u
Opticos, ya que puede dispensarse con precision temporal y
cuantitativa y es consumida rapidamente con un minimo
movimiento del cuerpo. Sin embargo, es necesario restringir el
acceso al agua al animal para que esta pueda ser una recompensa
motivadora, con el consecuente estrés y el peligro de
deshidratacion.

El protocolo de Reinagel propone la acidificacién del agua
con acido citrico al 2% como alternativa a la restriccion (Reinagel,
2018). En los experimentos de seguridad realizados en hembras
Long Evans se determiné que el consumo de agua acidificada cae
de 24 ml/dia a 12 ml/dia, los animales mantienen el 97% del peso
inicial, por lo que el efecto en el peso es insignificante, el consumo
es suficiente para el correcto desarrolloy esinocuo paralasalud.

Para determinar si la disminucién del consumo permite la
administracion ad libitum de agua acidificada y su utilizaciéon
como recompensa motivadora para la realizacion de
experimentos, sometieron a las ratas a una tarea de
discriminacién de motivacion visual (Meier, Flister, & Reinagel,
2011; Petruno, Clark, & Reinagel, 2013) utilizando como
recompensa 25 ml de agua sin acidificar. En un paradigma
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automatizado en el que las ratas tienen libre acceso las 24 horas
del dia, sin ninguna otra suplementacién de agua, observaron
una reduccién moderada pero aceptable de pruebas realizadas
en aquellas ratas con agua ad libitum con acido citrico al 2% en
comparacion con ratas con restriccion de agua. Se observaron los
mismos resultados en un paradigma con sesiones de 2 horas
diarias.

Estos resultados muestran que la administracion de agua ad
libitum con acido citrico al 2% permite utilizar el agua como
recompensa en pruebas conductuales en rata, eliminando el
riesgo de deshidratacion accidental que puede ocurrir con la
restriccion. En ratones no se han publicado estudios sobre este
tema, pero si se ha publicado que la administracion de acido
citricoenelaguaal 0,9% no es toxica (Leandroetal., 2016).
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INTRODUCCION

Desde mediados del siglo XX se ha producido un desarrollo
muy significativo en el estudio, control y utilizacién de los
microorganismos que nos rodean. Esto ha sido debido en parte al
desarrollo de la investigacion bioldgica y biomédica, a la necesidad
del desarrollo de la ganaderia y de la agricultura, pero sobre todo a
la aparicion de la biotecnologia moderna.

La biotecnologia, o tecnologia aplicada a los procesos
biolégicos, ha existido desde siempre. Sin embargo, la
biotecnologia, tal como la entendemos actualmente, surge de los
primeros hallazgos en biologia molecular y utiliza como
herramienta la ingenieria genética. De esta forma, se pueden
generar nuevos seres vivos, organismos modificados
genéticamente que pueden producir ventajas en multitud de
ambitos como: la investigacion, la industria farmacéutica, la
agricultura, la ganaderia, la industria alimentaria, la tecnologia de
materiales y el sector energético.

Por otra parte, los cambios que el hombre estd produciendo en
el medio ambiente y los procesos de globalizacion estan dando
lugar a enfermedades emergentes, debidas a la apariciéon de
nuevos patégenos o al cambio de tropismo de patdgenos ya
existentes; y a enfermedades reemergentes, enfermedades que de
nuevo tienen prevalencia en areas geogréficas donde la habian
perdido.

Todo lo indicado, hace que cada vez sea mas necesario el
trabajo con microorganismos, tanto silvestres como modificados
genéticamente. En las actividades de investigacion sobre estos
microorganismos, su caracterizacion, seleccion, diagnostico,
produccioén, etc. puede existir riesgo bioldgico. Por ello, estas
actividades deben realizarse en instalaciones de contencién donde,
por un lado, se reduzca hasta un nivel asumible el riesgo para el
personal expuesto; y por otro, se evite la posibilidad de exposicion
de terceros y se impidan dafos en el medio ambiente. En concreto,
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desde finales del siglo XX se ha producido un aumento notable en
la utilizacion de agentes biolégicos del grupo de riesgo 3 y de
organismos modificados genéticamente (OMG) en actividades de
utilizacion confinada de tipo 3, lo que ha dado lugar a la
proliferacion de instalaciones de nivel 3 de contencién bioldgica
(NCB3). Sin embargo, se puede observar que estas instalaciones
son heterogéneas en muchos casos, no respondiendo a un criterio
claro en su disefo. Es por ello por lo que una de las primeras
iniciativas del subcomité de Bioseguridad de UNE (AEN/CTN
171/SC Bioseguridad), cuando se creé en 2012, fue la obtencion de
una norma para instalaciones NCB3 que estableciera un concepto
claro de disefio y que ademds sirviera de guia en el proceso
técnicamente complejo de obtencion de dicho disefio.

GESTION DEL DISENO DE INSTALACIONES NCB3

El disefio de las instalaciones NCB3 es complejo y si no existe un
concepto claro sobre las medidas de contencidon a utilizar, en
funcion del tipo y magnitud del riesgo bioldgico en cada contexto,
se pueden producir situaciones no deseadas en las que no se
reduzca adecuadamente el riesgo o, por el contrario, en las que se
magnifique el riesgo utilizdindose medidas de contencion
innecesarias.

En la Unién Europea, y en concreto en Espafa, existen
normativas que regulan tanto el uso de agentes bioldgicos desde el
punto de vista de prevencion de riesgos laborales en relacion con el
uso de patégenos humanos (Real Decreto 664/1997); como desde
el punto de vista de salud publica y proteccion del medio ambiente,
en relaciéon con la generacién y uso de OMG (Real Decreto
178/2004). En ambos reglamentos se establecen en —funcion de la
magnitud del riesgo— cuatro niveles de contencién o
confinamiento, y para cada uno de ellos se determinan unos
requisitos minimos generales de contencion.

En ambas normativas se propugna la evaluacion de la
naturaleza y magnitud del riesgo biolégico como Unica via para
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establecer el nivel de contencién necesario en una determinada
instalaciéon. En el proceso de evaluacion del riesgo biolégico se
habran de valorar tres aspectos fundamentales: las caracteristicas
intrinsecas del material bioldgico a utilizar, las técnicas y actividades
a desarrollar en la instalacion y las caracteristicas del personal
expuesto, fundamentalmente en cuanto a situaciéon sanitaria,
formacion y experiencia laboral (Guia Técnica para la evaluacion y
prevencion del riesgo bioldgico del INSHT).

Realizar adecuadamente este proceso de evaluacién es
fundamental para evitar errores en el disefio; ya que, mediante la
evaluacion se deberia llegar a un nivel de detalle que implique, no
solamente la determinacion del nivel de contencién necesario, sino
qué medidas concretas de contencion hay que aplicar, y qué
caracteristicas especificas deben tener estas medidas de
contencién. En concreto, las caracteristicas detalladas de los
diferentes elementos que formaran parte de la futura instalacion:
distribucion, caracteristicas constructivas, revestimientos, sistema
de tratamiento y filtracion de aire, necesidad de ducha de salida,
necesidad de un sistema de tratamiento de efluentes, etc.

En este sentido, la futura norma UNE 171400-1 (actualmente,
norma PNE 171400-1) no sélo plantea de forma detallada los
requisitos minimos que se deben cumplir en general en las
instalaciones NCB3; sino que también, ofrece diferentes
posibilidades para el cumplimiento y desarrollo de los requisitos en
funcion del resultado de la evaluacién de riesgos y del nivel de
riesgo potencial.

Bien es verdad que existen manuales y guias de referencia
internacional como los manuales “Bioseguridad en el laboratorio
(OMS)" y “Biosafety in microbiological and biomedical laboratories
(CDC-NIH)", pero estos documentos no tratan con el mismo nivel de
detalle y minuciosidad todos los elementos de disefio de las
instalaciones NCB3 (tal como lo hace la norma UNE 171400-1). Tal
vez, el Unico documento comparable en cuanto a detalle y
actualizacién técnica es el manual “Canadian Biosafety Standards
and Guidelines’, pero la norma UNE 171400-1 tiene varias ventajas
frente a este documento; no es un mero manual, sino que es un
documento normalizador, redactado en espafiol y en el que se ha
tenido en cuenta la legislacion espanola.
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CARACTERISTICAS Y ESTRUCTURA DE LA NORMA
UNE 171400-1

La norma UNE 171400-1 tiene como objeto y ambito de
aplicacion, establecer los requisitos necesarios de biocontencion y
biocustodia de las instalaciones NCB3 pertenecientes a las dreas de
investigacion, diagnostico y produccion.

El establecimiento de barreras para impedir el acceso al
material bioldgico de riesgo o a los datos relacionados con este ha
obtenido gran preeminencia desde hace unos afnos por motivos
obvios. En la norma, no solamente se tiene en cuenta la
biocontencién, sino también los elementos de disefio relativos a la
biocustodia. La estructura general de la norma se compone: de una
parte comun, en la que se desgranan de forma minuciosa los
requisitos generales de disefio que ha de tener cualquier
instalacion NCB3 (estando incluidos en este apartado los
laboratorios); y de dos partes especificas, que recogen
detalladamente los requisitos de disefio de las instalaciones para
animales y de las instalaciones de cultivo vegetal. En cada capitulo
se definen uno o mas requisitos en los que se usa la forma verbal
“debe” (obligatoriedad). Aparte de los requisitos, donde se ha
considerado apropiado se ha proporcionado informacién
orientativa, asi como ayuda para la interpretacion de estos. Esta
orientacion se da en forma de notas técnicas asociadas a cada
requisito y usa los términos “deberia” (recomendacion) y “puede”
(posibilidad o permiso). En general, el documento se ha
estructurado de manera que el texto que forma parte de los
requisitos se encuentra definido mediante un tipo de letra
diferente al texto de las notas técnicas.

A continuacion, se indica el indice de los requisitos de disefio
que constituyen lanorma:

Requisitos generales para el disefio de instalaciones NCB3

- Cumplimiento de requisitos legales.

- Estudios técnicos previos: programa funcional, evaluacién de
riesgos, estudio geotécnico, evaluacién ambiental y analisis de
las estructuras existentes.
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Ubicacién de lainstalacion NCB3.

Determinacion del drea de contencién (érea biocontenida) y de
la barrera de contencion.

Distribucion interna. Ubicacion de salas.
Seguridad y vigilancia.

Elementos estructurales: perimetro de contencion, paramentos
yacabados interiores y carpinteria.

Control de acceso y salida: acceso a la instalacién de
contencion, a planta de tratamiento de efluentes y a la planta
técnica defiltracion de aire.

Vestuarios y duchas.

Tratamiento del aire: redes de impulsion y de extraccion,
sistemas de climatizacion, ventiladores y extractores,

renovaciones de aire y filtracion.

Gradiente de presion subatmosférica o negativa, flujo
direccional de aire.

Mobiliario.

Instalaciones generales, suministros e infraestructuras:
ubicacion, red eléctrica y alumbrado, red de saneamiento,
suministro de diferentes fluidos.

Sistemas de comunicacion.

Sistema de control y gestion de lainstalacion NCB3.

Sistemas de intercambio: airlocks, SAS (pass-through box),
tanques de inmersion (dunk-tanks/deep-tanks), autoclaves.

Descontaminacién ambiental.

Sistema de tratamiento de efluentes: ubicacién y caracteristicas
del drea, caracteristicas basicas del sistema, tipos de sistemas,
tipos de tratamiento, enfriamiento y neutralizaciéon de los
efluentes.
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- Gestion del tratamiento de residuos sélidos biocontaminados.
- Sistemas de proteccion contraincendios.
- Otrosriesgos.

- Emergencias eninstalaciones NCB3.

Requisitos adicionales y especificos para el disefio de
animalarios de nivel 3 de contencion biolégica (NCB3A)

- Consideraciones generales para instalaciones NCB3A.

- Consideraciones técnicas: ubicacion de la instalacion,
materiales de obra y revestimientos, paramentos, carpinteria,
tratamiento de aire, instalaciones generales y suministros, red
de saneamientoy sistema de tratamiento de efluentes liquidos,
sistemas de comunicacion y de gestién de la instalacion,
sistemas de intercambio, sistemas para el transporte de
grandes animales.

- Distribucién y relacion funcional de las dependencias: salas de
estabulacion para grandes animales y para pequefios animales,
salas de necropsias.

Requisitos adicionales y especificos para el disefio de
instalaciones de nivel 3 de contencion bioldgica para el cultivo
de plantas (NCB3P)

- Consideraciones generales para las instalaciones NCB3P.

- Consideraciones técnicas: ubicacion y restriccion de acceso,
paramentos y carpinteria de cdmaras climaticas, tratamiento
de aire, instalaciones generales y suministros, saneamiento y
sistema de tratamiento de efluentes, sistemas de
comunicacién y de gestion de la instalacion, sistemas de
intercambio.

- Distribucién y relacion funcional de las dependencias en las
instalaciones NCB3P.

Adicionalmente, la norma UNE 171400-1 contendra dos anexos
informativos muy interesantes ya que facilitaran su aplicacion
conformealalegislaciéon espafiola vigente:
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- Anexo A. Legislacion de aplicacion en Espana relacionada
con el disefo, construccion y gestion de instalaciones de
contencion biolégica. Ademas, se incluye una relacién de
normas técnicas, guias y manuales internacionales de
referencia para el disefo de este tipo de instalaciones.

- Anexo B. Relacion entre apartados especificos de la norma
y la legislacion o normativa de aplicacion. Se recogen los
apartados de la norma en los que existe una relacion o
referencia directa a la legislacion o la normativa de aplicacion
en Espana relacionada con el disefio, construccién o gestion de
instalaciones. Para cada apartado de la norma recogido en la
tabla se indica el requisito legal o la norma recomendable en
cada caso, incluyéndose notas que facilitan la comprension de
cada concordancia.

APLICABILIDAD

Esta norma a través de sus requisitos ofrece un concepto claro
de los elementos clave en el disefio de las instalaciones NCB3.
Incluye indices de referencia inequivocos para determinadas
variables como gradientes de presiones, estanqueidad de
conductos de aire, de cajas de filtracidn, etc. Por otra parte, al incluir
gran cantidad de notas técnicas de apoyo para los requisitos que
tienen mayor complejidad técnica, este documento no es
solamente una norma técnica al uso, sino que presenta una funcion
muy significativa como guia técnica o manual de disefo. Otro
aspecto que resefar es que el nivel de exigencia de determinados
requisitos queda abierto en base al resultado de la evaluacién del
riesgo bioldgico que se obtenga. Como se ha indicado
anteriormente, la evaluacion de riesgo es fundamental para
determinar en detalle las caracteristicas de los diferentes elementos
de contencién de unainstalacion. Por tanto, esto debe ser tenido en
cuenta en la norma, ofreciéndose un disefio abierto que pueda ser
aplicable a las diferentes instalaciones seguin su riesgo potencial.

Esta norma se podrd aplicar a partir de su publicacién a
cualquier instalacion NCB3 existente que la pueda cumplir, pero
sobre todo a las instalaciones NCB3 de nueva construccién y a
aquellas existentes que sufran alguna reforma o modificacion
significativa en alguno de los aspectos recogidos.

Lanorma, al serimplantada permitira:
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- Establecer unos parametros de disefio que minimicen el riesgo
hasta niveles aceptables en relacion con los trabajadores, la
poblacién en su conjuntoy el medio ambiente.

- Asegurar la implementacion eficaz de la norma en la practica,
indicando los mecanismos adoptados.

- Solicitar y obtener una certificacion o verificacion de las
instalaciones independiente.

- Aportar un marco de trabajo que se pueda utilizar como base
para la formaciéon y concienciacién sobre las directrices de
biocontenciény biocustodia.

Aunque la certificacion frente a esta norma es de momento
voluntaria, se considera que la obtencion de dicha certificacion sera
una clara garantia del adecuado disefio de dichas instalaciones.

REPERCUSION

La norma UNE 171400-1 representa un hito en el dmbito de la
bioseguridad por varias razones:

- Normaliza los pardmetros de disefio de las instalaciones NCB3,
ofreciendo un modelo de disefio abierto, lo cual tiene
indudables ventajas para todas las partes interesadas, pero
sobre todo para los profesionales de disefio y de asesoria en
bioseguridad.

- Ofrece una guia técnica brindando diferentes posibilidades de
ejecucion para los aspectos mas complejos en funciéon del
riesgo potencial existente en cada instalacion.

- Normaliza especificamente las instalaciones de contencion
para el cultivo de plantas, sirviendo como guia de disefio. Este
aspecto es importante ya que la biocontencién en el cultivo de
plantas representa un reto tecnolégico emergente debido al
desarrollo de la biotecnologia y de la investigacion de los
patégenosy vectores vegetales.

- Esel primer documento de estas caracteristicas en espafol y su
nivel de detalle es al menos comparable al de otras normas y
documentos técnicos de referencia internacional. Este aspecto
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producird una gran repercusion en el ambito de la
bioseguridad en Espaiia, pero también en el internacional y
muy significativamente en el ambito de la bioseguridad en
Hispanoamérica.

Proximamente, el subcomité Bioseguridad de UNE empezara a
preparar la norma UNE 171400-2 sobre los procedimientos de
cualificacion y validacion que deben implementarse en las
instalaciones NCB3. De esta forma, los profesionales pertenecientes
al dmbito de la bioseguridad y todas las partes interesadas
dispondran de una normativa técnica completa y de referencia
sobre el disefoy la validacion de las instalaciones NCB3.

Por supuesto, la norma UNE 171400 de disefio y validacién
pasara a formar parte de las normas ya editadas por el subcomité
Bioseguridad:

- Norma UNE-CWA 15793:2011 Gestion de riesgo biolégico en el
laboratorio.

- Norma UNE-CWA 16393:2014 Gestion de riesgo biolégico en el
laboratorio. Guia de aplicacion del CWA 15793:2008.

- Norma UNE-CWA 16335:2014 Competencia del profesional en
bioseguridad.

Estos documentos técnicos forman un conjunto que normaliza
todos los aspectos de bioseguridad en los laboratorios y que ofrece
un soporte técnico de primer orden a los profesionales de la
bioseguridad.
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https://www.who.int/topics/medical_waste/manual_bioseguridad_laboratorio.pdf?ua=1

Foto: shutterstock
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Lola Garcia Olmo
Directora Técnica Centre de Recerca Experimental
Biomedica Aplicada (CREBA)

Queridos Secaleros:

La Revista crece en contenidos, y es un placer y un honor
presentaros la nueva seccion, INDICIOS.

Este espacio estara dedicado a recoger el conocimiento que
adquirimos por la experiencia de nuestro trabajo diario, o las ideas
que “nos funcionan’, pero no tenemos tiempo, ni recursos para
poder demostrar mediante el método cientificoy, por tanto, nunca
pueden verlaluz.

Aqui tendran cabida las intuiciones que nos dan vueltas en la
cabeza, los consejos que sélo nos atrevemos a dar por un medio
informal, o lasideas sin terminar de confirmar.

Pero, j;como osdis a ignorar el método cientifico?! Nada mas
lejos. Lo que se va a publicar aqui no es ciencia contrastada, sino
ideas particulares, por eso no entran en una seccién ordinaria, sino
enunaespecial.

;Paraqué?Porsiaalguien leinteresa recoger laideay probarla,
o por si es la pieza que encaja en otro puzzle. Es, en otras palabras,

untablondeideas.

El formato sera sencillo: maximo de 1.000 palabras y dos
imagenes, con dos apartados basicos:

- Planteamiento: exposicion concisade laidea.
- Indicios: datos e indicios que han motivado estaidea.

A partir del préximo numero de la Revista comenzaremos ya a
publicar vuestras ideas. Todos podéis dirigir vuestras propuestas,
consultas o reflexiones a dgarcia@creballeida.org

Os esperamos, para seguir con vosotros tras la pista.

Lola Garcia-Olmo
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Luis Munoz
de la Pascua

Licenciado en Veterinaria por la Universidad de Cérdoba
y Doctor por la Universidad de Salamanca.

Director del Servicio de Experimentaciéon Animal
de la Universidad de Salamanca (USAL).

“La ignorancia engendra
mds confianza
de la que con frecuencia

V4

engendra el conocimiento”.

Redactor: Herndn Serna Duque
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¢Cual es tu trayectoria dentro del ambito del animal de
laboratorio?

Empecé en este campo hace ya casi tres décadas a raiz de
participar en el curso de capacitaciéon que organizaba Patri en la
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Alli conoci a Fernando
Nunez, entonces en el Instituto de Investigaciones Biomédicas
Alberto Sols (IIBM), que me ofrecid la oportunidad de ir a Madrid y
conocer de primera mano el trabajo en los animalarios. No sabia
cuanto me cambiaria la vida, de una a priori corta estancia de un
par de semanas en el 92. Nada mas llegar conoci a Carmina que,
con su generosidad, me ofrecié también la oportunidad de
aprender en el gabinete veterinario de la Universidad Auténoma
de Madrid (UAM) y me presentd a los inquietos miembros de
nuestra sociedad como alma mater de la misma. Poco después y
gracias a ella, tuve la ocasién de ir con Javier Palacin al Centro de
Biologia Molecular Severo Ochoa (CBM), donde por casualidad,
hacia falta una sustitucién como cuidador para el verano y eso me
llevé a poder aprender, desde los puestos base, como se
desarrollaba el trabajo en un animalario de barrera, de los pocos
que existian en Espafa poraquel entoncesy delamanodeungran
profesional y mejor persona como es Javier. De aquella corta, pero
intensa, época guardo un gran recuerdo y fue cuando en realidad
senti el “gusanillo” de las Ciencias del Animal de Laboratorio que
me enganché definitivamente.

Los siguientes dos afos fueron un sucesivo devenir de
trabajos temporales entre campafas de saneamiento ganadero,
clinicas veterinarias y otro par de estancias en el CBM de nuevo,
donde estuve mejorando el software de gestion existente, a la par
que participaba en las tareas propias del animalario, y también,
una corta estancia en el Servicio de Investigaciéon del Hospital
Ramén y Cajal, con Pablo Jorge Herrero y Carlos Correa. Tras un
tiempo, en el que parecia que mi perspectiva profesional se
orientaria hacia la clinica de animales de compaiiia, fui llamado
para una entrevista de trabajo en la USAL. Asi, de la noche a la
manana, me vi en la direccién del recientemente creado Servicio
de Experimentacién Animal en la Universidad, y desde entonces
me encuentro desempefiando este trabajo. La puesta en marcha
del nuevo animalario de la USAL, me supuso un reto profesional
que me duraria mas de una década, ya que, tras unos afos, se
empez6 a gestar la creacion del actual Centro de Investigacion de
Cancer como centro mixto del CSIC&USAL, que demandaria el
disefio y construccién de otro animalario destinado
exclusivamente a la cria y mantenimiento de ratones transgénicos
y, posteriormente, el Instituto de Neurociencias de Castillay Leén
(INCyL) que también hizo necesario disefar otro animalario.
Durante este periodo, conoci a la Dra. L6pez, que me introdujo en
lainvestigacion en el drea de las neurociencias, en la que realicé mi
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tesis doctoral bajo su direccion. Tuve también la oportunidad de
participar en la junta directiva de nuestra sociedad con Jordi Canté
y Pepe Orellana como presidentes, asi como en la revista de la
SECAL por aquel entonces dirigida por Manolo Moreno.
Posteriormente, también me encargué de la organizacién del IX
Congreso de SECAL en 2009 en Salamanca. En los ultimos afilos me
he encontrado implicado en la puesta en marcha y mejora de la
gestion del comité de ética de la universidad, participando en
iniciativas diversas en este dmbito.

{Quétellevo adedicarteal mundo delosanimalarios?

En la facultad siempre me habia interesado el campo de la
investigacion, especialmente el campo de las zoonosis. El
conocimiento a través de amigos, de que estaban gestandose
nuevos proyectos de animalarios a raiz de los cambios legislativos
me animo a informarme sobre el tema y a realizar el curso de
capacitacion enla UAB como he comentado antes.

{Qué es lo que mas valoras o lo que mas te aporta de la
investigacion en la que se utiliza el modelo animal?

Cuando uno conoce un poco de los modelos animales y de su
historia, te das cuenta de cuanto han y siguen aportando los
modelos animales al conocimiento. En las ultimas décadas me
parece asombroso como las técnicas de edicién genética estan
revolucionando el campo y también los retos éticos que se nos
presentan.

¢Yloque menostegusta?

Pues en general, hacer de policia cuando la gente se salta las
normasy el egoismo presente en algunos grupos de investigacion
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ala hora de compartir recursos y conocimientos. Creo que a veces
es inherente a la carrera investigadora, pero repercute
negativamente sobre el resto.

iLaexperimentacion animaldavida?

No sé sidavida, pero como les digo alos alumnos que visitan el
centro en las jornadas de puertas abiertas, “muchos de vosotros no
estariais vivos sino fuera por la experimentacién animal’.

En la entrevista anterior preguntabamos sobre la situacion
actual de la investigacion en nuestro pais. Para que un
investigador pueda tener mas oportunidades, ;crees que es
imprescindible estar fuera algunos aios? ;Incluso si quieres
trabajaren Espana?

Creo que el vivir en paises y entornos diferentes, con gente de
diferentes culturas y diferentes modos de trabajo, es enriquecedor,
te hace mejor personay cambia para siempre tu perspectiva sobre
el mundo. Sobre si mejora tus posibilidades de trabajo, diria que si
a priori, e independientemente del pais, aunque,
desgraciadamente, en Espafia nunca se ha apostado por la ciencia
con mayusculas y hacen falta mas que timidas medidas para
remontar la herencia de despropdsitos acumulada.

{Qué es el Servicio de Experimentacion Animal (SEA) de la
Universidad de Salamanca?

El SEA constituye el conjunto de infraestructuras y personal
dedicado al apoyo en investigacién y docencia a la comunidad
universitariaenla USAL.
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{Quiénessois?

El SEA lo componemos un total de catorce personas entre

técnicos cuidadores, técnicos especialistas, técnico de
mantenimientoy la direccién del servicio.

¢{Con qué instalaciones cuenta el SEA para el desarrollo de sus
actividades?

EISEA cuenta, actualmente, con tres animalarios para roedores
y lagomorfos, un quiréfano de cirugia experimental para animales
grandes y una colaboracion estrecha con el servicio de
transgénesis deratdn, dirigido por Manuel Sdnchez Martin.

{Quéfuncionestiene el SEA?

Proporcionar recursos para la produccién, suministro,
mantenimiento y adquisicién de animales de experimentacién
utilizados en la investigacion y docencia, asi como el
asesoramiento técnico en ciencias del animal de laboratorio.

{Qué importancia ha tenido el SEA en el desarrollo cientifico
denuestro pais?

Seria vanidoso que yo calificara al servicio en este sentido. Creo
que todos en nuestro sector contribuimos, aunque sea con una
pequena pieza del, enorme, puzle que es el conocimiento. Espero
que algunas de las investigaciones que se han desarrollado en
nuestro servicio puedan tener implicaciones en el futuro para la
mejorade lasalud delas personas odelosanimales.

Mutemos. ;Qué te ha quedado de todo este tiempo que eres
sociodelaSECAL?

Pues lo mejor sin duda, muchos amigos. También la certeza, de
que como la voluntad de un grupo pequefo de personas puede
hacer cambiar muchas cosas para bien.
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Seguro que estos aiios de trabajo como Director del animalario 0
tehandejado una cadenade historias, ;alguna anécdota?

Bueno, recuerdo entre otras, cuando se estaba construyendo
el animalario de Organismos Modificados Genéticamente (OMG),
que el arquitecto estaba empefiado en poner un ascensory no un
montacargas. Fue tal su insistencia, que le dije en broma que
estaba previsto que nos trajeran un elefante transgénico y que no
cabriaenelascensor.Novolvid ainsistir.

Enriquecimiento :
Ambiental

« ¢Unafrase?
“La ignorancia engendra mas confianza de la que con
frecuenciaengendra el conocimiento”.

« ¢Unaciudad paravivir?
Surde Espaia, mediana poblaciény con mar.

* Tienes todo un mes para ir en un viaje que atraviesa el
Atlantico en Catamaran, ;qué echarias de menos a la
tercerasemanadeviaje?

Tres semanas es muy poco para echar de menos nada en el
entorno que propones, a menos que haya muy mala mar.

« Unapelicula, unlibro, y una aficion.
Salvaral soldado Ryan, Laisla del tesoro, y elaeromodelismo.

« ¢Aquépersonaje historico te gustaria conocer?
AlbertEinstein.

« ¢QuéanorasdeCadiz?
Elmarylagraciadelagente.

¢ ;Quéqueriasserde pequeio?
Astronauta.

¢ (Qué consejo das al redactor de esta entrevista? Lleva
cuidado, que tengo Salamancaal lado.
Que persiga sus ilusiones y nunca pierda la alegria que
transmite alos demas.
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Dicen por ahi que el Unico riesgo que se corre en Colombia
es que te quieras quedar. ;Es asi?

Lo mejor de Colombia es su gente y eso hace mucho para que
quieras quedarte en un sitio.

Dﬁ Test de
Preferencia

José Celestino Mutis o Hernan Cortes:
Mi paisa.

Chirigotas o Habaneras:
Depende delachirigotay de quien cante lahabanera.

Boeing o AIRBUS:
Muy fécil tras los recientes acontecimientos, ademas es
europea.

Salamanca o Cadiz:
Pasa palabra.

Marocielo:
No hay unosin el otro para mi.

Trabajo solo o en equipo:
Solo.

Gambas del sur o jamén de Guijuelo:
Seriaun sacrilegio prescindir de cualquiera.

Patron o piloto:
Patrén, te da tiempo a hacer mas cosas mientras patroneas.

Presidente del Club de modelismo o Presidente de la
SECAL:
De nada. Las presidencias no van conmigo.

Jubilacionalos600alos70:

A los 60, hay que dejar paso a los que vienen y tener tiempo
para disfrutar de otras cosas, pero hay que ser muy optimista
paraque melocrea.
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