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EDITORIAL

Con las pilas cargadas

Hemos cumplido otra meta, el nimero 83 de la revista “Animales de
Laboratorio”. Volver de vacaciones, retomar los proyectos laborales
inacabados o emprender los nuevos, puede ser al principio algo cadtico,
y para eso necesitamos organizar y priorizar, primero, nuestra rutina
y, luego, retomar lo siguiente. Pero este no ha sido el caso del numero 83
de la revista, ya que este niUmero empezd a gestarse a mediados de verano
y ahora, al fin, ve la luz, gracias al entusiasmo de todos los que habéis
participado en suredacciéony edicién.

Este nimero viene cargado de mucho contenido, no sélo en cuanto
al numero de secciones que han participado, sino también a su calidad.
Un ndmero con gran interés cientifico, divulgativo y técnico para toda
nuestra comunidad. En este niumero, se ha inaugurado la seccion “Indicios”
y también se han reactivado otras secciones, después de unos meses
de silencio, como “Panorama”y “Un modelo al lado de los humanos’; todas
ellas, junto con las habituales, con temas interesantes y de rigurosa
actualidad.

A dia de hoy, podemos decir con total seguridad que participar en la
revista es algo que nos genera orgullo y satisfaccion a todo aquel que lo
hacemos, y desde la direccion no podemos estar mas felices, ya que es el
resultado del trabajo bien hecho durante mucho tiempo, y que poco a poco
ha ido calando en cada uno de nosotros hasta convertir la revista en una
herramienta de calidad que nos informa y nos ayuda en nuestra profesion
ademds de acercarnos un poco mas unos a otros. Pero el trabajo no termina
aqui, seguiremos mejorando y adaptdndonos a los nuevos tiempos para
que nuestrarevistano deje de crecery consolidarse.

iFelizlecturaatodos!

Direccion Revista SECAL

JUNTA DE GOBIERNO

VICEPRESIDENCIA
Isabel Blanco Gutiérrez (2017-2021)

PRESIDENCIA
Teresa Rodrigo Calduch (2015-2019)

VICESECRETARIA
Julia Maria Samos Juarez (2017-2021)

SECRETARIA
Clara Munoz Mediavilla (2015-2019)

TESORERIA VICETESORERIA

David Munoz Valverde (2015-2019)

VOCALIAS

Helena Paradell Trius (2015-2019)
Hernan Serna Duque (2015-2019)
Sergi Vila Bellmunt (2015-2019)

Jose Luis Martin Barrasa (2015-2019)

Viviana Bisbal Velasco (2017-2021)

VOCALIAS
Elena Hevia Hernandez (2017-2021)

John Sparrowe-Gil Del Real (2017-2021)

David Mayo Lopez (2017-2021)

Maria Jesus Molina Cimadevila (2017-2021)


http://www.secal.es/
http://www.cervantes.agency/

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio

www.secal.es

» CHARLES RIVER LABORATORIES ESPANA, S.A.
»  PANLAB - HARVARD APPARATUS, S.L.U.

v

STERITEEGHIS:IE
DYNAMIMED, S.L.

v

» ENVIGO RMS SPAIN, S.L. » RETTENMAIER IBERICA, S.L. Y CIA SCOM

» GRANJA SAN BERNARDO » VIVOTECNIA RESEARCH

» JANVIER LABS » ZOONLAB GmbH

» BIOSIS » ANIMALARIA FORMACION y GESTION, S.L.
» STERIS IBERIA, S.A. » SODISPAN RESEARCH, S.L.

» DINOX, S.L. » COL. OFI. DE VETERINARIOS DE CADIZ

» ANADE » TEMINOX C.B.

» VESTILAB C.R.C, S.L.U. » CENTRO DE ESTUDIOS BIOSANITARIOS, S.L.
» NORAY BIOINFORMATICS, S.L.U. > FLOVIGAS, S.A.

> ANTONIO MATACHANA, S.A. » IDEXX BIORESEARCH
> PROLABOR _
BIOGEN CIENTIFICA, S.L. 7 N/

=¥ socios

BENEFACTORES



Directora Subdirectora Editora de estilo e imagen Editor de estilo e imagen Publicidad

LARA MARIA GRANADA OLGA RUBEN DAVID
SEDO CABEZON PICAZO MARTINEZ FERNANDEZ RODRIGUEZ MOTA BLANCO MAYO LOPEZ
direccion.revista@secal.es direccion.revista@secal.es omfr75@yahoo.es ramota@externo.cnic.es publicidad.revista@secal.es

1@,
Noticias SECAL/Actualidad Técnicas Etica y legislacién Al cuidado
SERGI ALEXANDRA Seguridad en 5 minutos JULIA
VILA BELLMUNT DE FRANCISCO LOPEZ JESUS MARTINEZ PALACIO SANCHEZ GARCIA
sergivilab@gmail.com afrancisco@hggm.es jesus.martinez@ciemat.es julia.g.sanchez@gsk.com

V

;Y ta qué opinas? Panorama Control sanitario Reproduccién y genética Anestesia y analgesia In vitro
JOSE LUIS JAVIER JOSEP M* MARTA JAVIER GUILLERMO
MARTIN BARRASA GUILLEN IzCO MARIMON ESCUDE CASADO PINNA BENITO DE LA VIBORA REPETTO KUHN
jimbarrasa@gmail.com jguillen@AAALAC.org jmmarimon@ub.edu mcasado@ibv.csic.es benedictusviper@hotmail.com grepkuh@upo.es

4

v

Bienestar animal CEEA-OH Tinciones y tejidos ABSLab Indicios Entrevista

GARIKOITZ ALBERTO ANA ISABEL FRANCISCO JAVIER LOLA HERNAN
AZKONA MENDOZA PASTOR CAMPOS NIETO RUIZ DE ZARATE GARCIA PALOMO GARCIA OLMO SERNA DUQUE
gazkona@gmail.com albertopastor@umbh.es anieto@ugr.es jpalomo@usal.es dgarcia@creballeida.org hserna@binaex.com

Teresa Rodrigo, Cap de les Unitats d'Experimentacié Animal de Farmaciai Psicologia; Helena Paradell, Zoetis Manufacturing & Research
Spain,S.L; Marta Giral, Responsable of Animal Welfare and Designated Veterinarian, Animal Research Facilites Almirall; Juan Rodriguez,
Consultory Asesor.



. o

~.

't Cursos reconocidos r la autoridad
competente para obtener las Funciones
A, B, C,Dy E y validoslen toda Espafa.

Matricula reducida para las personas procedentes de SECAL

|
I
0})’,‘ w/M v/ ,” | y / / JE [ |
/

DATASUNATLNLVESLILACION U

- & Animalaria
sociedad espanola ; o
‘( LQ%’%A?%éIeé‘é'%%omno Formacion yGESTIon'S.L.

Con'li colabomcio’m SECAL www.animalaria.org Tel.+34 699921930
animalaria@animalaria.org



http://www.animalaria.org/

EDITORIAL

NOTICIAS

- Presentacién del segundo Informe anual del
Acuerdo COSCE.

ACTUALIDAD

- Investigadores desarrollan un método mas
preciso de medir el dolor en ratones, lo que
ofrece un potencial para ayudar a los pacientes
condolorcrénico.

TECNICAS

- Inducciéon de un modelo de sepsis en rata
mediante técnica de ligadura y puncién cecal.

ETICAYLEGISLACION

Bioeticawiki: un nuevo recurso disponible
para la ética.

SEGURIDAD EN 5 MINUTOS

- Trabajadoresespecialmente sensibles.

AL CUIDADO

- Alcuidadodelos Daniorerio.

PANORAMA

- Promoviendo la mejora continua en los
animalarios: programa de premios de las 3Rs.

REPRODUCCIONY GENETICA

- Actividadinesperadade Cre entejidogerminal
y durante el desarrollo embrionario.

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio

ANESTESIAY ANALGESIA

Protocolo anestésico en modelo porcino de
cirugia laparoscépica para un modelo de
entrenamiento en ginecologia avanzada.

BIENESTAR ANIMAL

- Eltestdelanataciénforzadaadebate.

TINCIONESYTEJIDOS

- Relacién entre cortes histolégicos e imagenes
de resonancia magnética nuclear en cerebro
adultoderaton.

ABSLab

- Plan Nacional de Biocustodia.

INDICIOS

- Pruebas parael vaciado gastrico en cerdos.

ENTREVISTA

- Manuel Miguel Jordan Vidal. Vicerrector de
Investigacién e Innovacién. Universidad
Miguel Hernandez.




Noticias SECAL

Presentacion del s

egundo [nforme anual

del Acuerdo COSCE

El pasado 17 de septiembre se presenté en Madrid, el Segundo
Informe Anual del cumplimiento del Acuerdo COSCE
de Transparencia sobre el uso de animales en experimentacion
cientifica.

Un total de 140 instituciones se han adherido ya al Acuerdo
COSCE de transparencia impulsado en 2016 por COSCE, EARA,
SECAL, AAALAC International y el CSIC. Durante este Ultimo afio han
aumentado en 17 las adhesiones.

El acuerdo surgié de la necesidad de establecer vias
de comunicacién entre la comunidad cientifica y la sociedad,
asi como de mejorar el nivel de entendimiento sobre los beneficios,
perjuicios y limitaciones que los experimentos con animales
pueden conllevar. Margarita del Val, Vocal de Ciencias de la Vida y
de la Salud de COSCE, introdujo la presentacion resumiendo
la situacion actual: “Las instituciones cientificas ya no se esconden
o se averglienzan de investigar con animales, sino que explican
claramente a la sociedad cudl es su actividad y que lo hacen
de manera ética” También destacd el papel de la formacion
continua y la cualificacién del personal que trabaja con animales.

Transparencia en Experimentacion Animal en Espana 140
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En la presentacion también participd el investigador Lluis
Montoliu (CSIC), que expuso los datos del ultimo informe del
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA) sobre el uso
de animales para experimentacion cientifica, asi como numerosos
ejemplos de transparencia en experimentacién animal.

Concluyé la presentacion Javier Guillén, de EARA y AAALAC
International, con los resultados mas destacados del ultimo
informe.

Imagen suministrada por la autoria

La European Animal Research Association (EARA)
se ha encargado de elaborar el informe a partir de los resultados de
una encuesta, que supone el cuarto compromiso del Acuerdo.
En este segundo ano, se han realizado dos tipos de encuesta: una
para instituciones que trabajan directamente con animales; y otra
para instituciones que no utilizan animales en sus instalaciones,
pero en su actividad utilizan los resultados experimentales,
como por ejemplo sociedades cientificas, asociaciones
de pacientes o empresas.

La valoracion del 96% de las instituciones tras este segundo
ano es que el Acuerdo ha sido un paso importante para la
investigacion biomédica, y un 86% cree que el acuerdo supondra
una mejora real en la apertura de su propia institucion.

El Acuerdo COSCE se estructura en cuatro compromisos
centrados en la comunicacién tanto interna como externa de sus
actividades.

NIVEL DE CUMPLIMIENTO DE LOS CUATRO COMPROMISOS DEL
ACUERDO

Sobre el primer compromiso, “hablar con claridad sobre
cudndo, como y por qué se usan animales en investigacion’,
el Informe destaca que el 84% de las organizaciones que utilizan
animales y el 64% de las que no han realizado acciones voluntarias
como la publicaciéon de noticias con avances cientificos
relacionados con investigacion con animales. Estas acciones
van mas alld de aquellas a las que obliga la legislacion actual
(RD 53/2013 y Directiva 2010/63/UE), como la declaracion
estadistica a la autoridad competente de los usos de animales
y la inclusién de un resumen no técnico de los proyectos
en los que se utilicen animales para su posterior publicacion
en laweb del MAPA.

El informe recoge algunos ejemplos de estas acciones como la
herramienta VIVO, que permite buscar toda la investigacién con
animales producida en la Universidad Miguel Hernandez de Elche
(UMH), permitiendo incluso acotar la busqueda por especies
animales o enfermedades. Otro de los ejemplos, es el documento
elaborado por un grupo de trabajo de la SECAL que, a modo de
preguntas frecuentes (FAQs), ha elaborado un argumentario con
12 preguntas y respuestas sobre la experimentacion animal.

En cuanto al segundo compromiso, “proporcionar informacion
adecuada a los medios de comunicacion y al publico en general sobre
las condiciones en las que se realiza la investigacion que requiere el uso
de modelos animales y los resultados que de ella se obtienen’, el
informe destaca que el 100% de las instituciones encuestadas han
publicado una declaracion en su pagina web explicando su
politica acerca del uso de animales. Tal y como se expone, la
aparicion de estas declaraciones institucionales ha supuesto el
ejemplo mas claro y visible de la decision de las organizaciones
firmantes por la transparencia.

El 80% de las instituciones han ofrecido la posibilidad de
realizar visitas externas controladas a sus animalarios, en
cumplimiento del tercer compromiso, “promover iniciativas que
generen un mayor conocimiento y comprension en la sociedad sobre
el uso de animales en investigacion cientifica” Se constata ademas, la
variedad de las actividades publicas realizadas por las instituciones
firmantes del acuerdo, tales como participacion en festivales
cientificos (38%), presentaciones en eventos locales o de apoyo
(25%), asi como la celebracién de jornadas de dias de familia (13%).
La mayoria de estas instituciones estan muy implicadas en este
cometido, tal y como asegura el informe. El 70% de estas
instituciones han llevado a cabo alguna actividad publica o tienen
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intencion de realizar alguna actividad en el futuro. Entre los
ejemplos, destaca el video lanzado por la SECAL con motivo del Dia
del Animal de Laboratorio con el lema “La experimentacion
animal, davida”.

COMISION COSCE DE ESTUDIO DEL USO DE ANIMALES EN
EXPERIMENTACION CIENTIFICA

Esta comision de COSCE es la encargada de coordinar las
adhesiones y el cumplimiento de los compromisos del Acuerdo, asi
como de dar apoyo a las instituciones. La coordinadora de la
Comision es Margarita del Val y los Vocales: Lluis Montoliu, Javier
Guillén, Ma Rosario Moyano, M2 Teresa Rodrigo Calduch, Miguel
Angel Llamasy José Antonio Solves.

- Todo lo que
necesitas saber

Anunciate en ANIMALES DE LABORATORIO,
la revista de habla hispana mas importante del sector,
y posiciona tus productos directamente
en manos de los animalarios.

Con la presentacion del Informe, esta comision también
present6 un documento de apoyo a las instituciones, con Recursos
online para la Divulgacion y la Transparencia en Experimentacion
Animal.

BIBLIOGRAFIA
- Acuerdo COSCE publicadoen 2016.

- SegundoInforme del Acuerdo-2019.

- Recursos online para la Divulgacion y la Transparencia en
Experimentacion animal (22 edicién).
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Actualidad

Investigadores desarrollan un método mas preciso
de medir el dolor en ratones, lo que ofrece un potencial
para ayudar a los pacientes con dolor cronico

El dolor es una experiencia compleja que difiere de una
persona a otra, lo que lo hace dificil de medir, objetivamente,
en humanos. Pero es aun mas dificil hacerlo en roedores,
considerando que no pueden proporcionar informacion verbal
como las personas. En consecuencia, los investigadores
que estudian el dolor se han basado en ensayos de
comportamiento que dependen, en gran medida, de cémo
el experimentador juzga el comportamiento de un animal.

Durante décadas, los investigadores han utilizado el
comportamiento de los ratones para estudiar el dolor, pero
algunos han cuestionado la precision de las interpretaciones
de cdmolos ratones experimentan el dolor.

Ahora, el neurocientifico Nathan Fried de la Rutgers
University-Camden y un grupo de investigadores de la
Universidad de Pensilvania (EE. UU.) han desarrollado un método
que puede medir con mayor precision el dolor en ratones, lo que
podria llevar a los investigadores a descubrir nuevas formas
detratar el dolor en pacientes humanos.

“Cuando toco la pata de un raton, este la retira. Ese movimiento
de retirada es el comportamiento en el que hemos confiado durante
décadas para determinar si un analgésico estd funcionando. Pero
esa retirada es, aparentemente, la misma, no importa si es un suave
cepillo o una aguja afilada’; ha descrito Fried. “Entonces, si un ratén
mueve su pata, ;como podemos estar seguros de que es porque le
duele?”.

El estudio, que ha sido publicado en la revista Cell Reports, ha
sido realizado utilizando un video en cdmara lenta, técnicas
modernas de neurociencia e inteligencia artificial (ver Figura 1).
De esta manera los investigadores han creado una escala de dolor
enlosratones.

High-Speed Imaging
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Mouse Pain Scales

Imagen suministrada por la autoria

Los autores han utilizado imagenes de alta velocidad,
modelado estadistico y aprendizaje automatico para crear una
escala de dolor de raton para evaluar la sensacion de estimulos
nocivos, inofensivos y optogénicos. Créditos: Imagen de
Abdus-Saboor et al. Development of a Mouse Pain Scale Using
Sub-second Behavioral Mapping and Statistical Modeling. Rep.
Celular. 2019;28(6):1623-34.e4. Creative Commons - No
Comercial-No Derivado (CCBY-NC-ND 4.0).

Figura 1.-

Los videos de los cientificos revelaron que cuando tocaban la
pata del animal con un hisopo de algoddn, el raton levantaba la
pata y la volvia a colocar. Sin embargo, cuando un investigador
golpeaba el animal con un pinchazo, el animal movia su pata, la
sacudiaytiraba de su cuerpo haciaatras o lasoltabaen el aire.

“Es importante destacar que, en lugar de simplemente decir si el
ratoén tiene dolor o no, ahora podemos evaluar el grado de dolor que
tiene el raton’ ha senalado.
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“Necesitamos hacer un mejor trabajo para ayudar a los
pacientes con dolor crénico sin usar opioides’;, ha continuado el
investigador, que asegura que “probar el tratamiento del dolor en
ratones ha sido muy dificil. Este nuevo proceso refina nuestra
capacidad para determinar si un ratdn tiene dolor, lo que aumenta
nuestra confianza en si un nuevo tratamiento funcionard
enhumanos’.

“En general, creo que este estudio fue bastante impresionante
porque los autores analizaron con mayor detalle las respuestas
al sindrome de abstinencia a las que la gente no ha prestado mucha
atencion, a pesar de que los investigadores han estado usando estos
ensayos de abstinencia durante mucho tiempo’, senald Jeffrey
Mogil, de la Universidad McGill de Montreal, Canada, que no
participd en lainvestigacion.

“Realmente, aprecio el hecho de que se fijaran en las diferencias
entre cepas y sexo, ya que esto es bastante raro’; continud. “También
es realmente impresionante que hayan ido mds alld del mero
desarrollo del método, pero que también hayan validado sus
hallazgos con los experimentos de Von Frey y los experimentos
optogenéticos, que podrian haber sido publicaciones separadas por
sisolas’; segun Mogil.

Fried ha expresado que otros investigadores pueden
aprovechar su trabajo utilizando la nueva técnica en
sus laboratorios. El imagina un software disponible al publico que
los investigadores puedan descargar y usar para sus propios
estudios sobre el dolor.

“Si podemos crear un software de cédigo abierto’, PUBLlCA TUS
ha planteado Fried, “entonces es mds probable que otros 5 i
laboratorios lo usen. Y si mejoramos la precision de nuestras : ARTICULOS EN
mediciones de dolor en ratones, aumentardn, inevitablemente, las N U ESTR A REV' STA.

posibilidades de que encontremos nuevas terapias para

eldoloren humanos” iCONTACTANOS!
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- Abdus-Saboor I, Fried N.T.,, Lay M., Burdge J., et al. Development of a
Mouse Pain Scale Using Sub-second Behavioral Mapping and Statistical
Modeling. Cell Rep.2019;28(6):1623-34.e4.

- Infosalus: Investigadores desarrollan una escala del dolor en los
ratones. s .
publicidad.revista@secal.es
- Rutgers University-Camden: Research Introduces a More Accurate Way
to Gauge Pain in Mice, Yielding Potential to Help Chronic Pain Patients.

- Video: Improving the study of pain (Rutgers University-Camden):
s sociedad nola
https://youtu.be/veobTYgpCC8 e cgsn%a
del animal de Iaborcﬂono
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Induccion de un modelo de sepsis en rata
mediante técnica de ligadura y puncion cecal

M2 Angeles Gonzalez-Nicolas Gonzalez'” y Alberto Lazaro Fernandez™
'Laboratorio de Fisiopatologia Renal, Departamento de Nefrologia, Instituto de Investigacién

Sanitaria Gregorio Marafidn, Hospital Gregorio Marandn

’Departamento de Medicina, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid
’Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid

INTRODUCCION

La sepsis es una respuesta inflamatoria sistémica frente a una
infeccién y su aparicion condiciona un mal prondstico en el
contexto del sindrome de disfuncién multiorganica'. Durante la
sepsis hay dos fases hemodinamicas que pueden solaparse. En la
fase inicial (hiperdindmica), hay una producciéon masiva de
citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno, que
afectan a la permeabilidad vascular, la funcién cardiaca e inducen
cambios metabdlicos culminando en la necrosis tisular y fallo
multiorgénico. Como consecuencia, la causa mas comun de
mortalidad es la insuficiencia renal aguda. La segunda fase
(hipodindmica) es un proceso antiinflamatorio que implica
disminucién de la proliferacién y funcion de linfocitos, y aumento
delaapoptosis’.

Para entender este sindrome en sus distintos niveles, es
fundamental contar con un modelo animal adecuado y completo
que reproduzca el curso clinico de la enfermedad, a fin de obtener
resultados consistentes y reproducibles. Para el estudio de la
etiologia de la sepsis humana se han desarrollado diferentes
modelos animales™:

1. Administracién de toxinas exégenas, como el
lipopolisacarido (LPS).

2. Administracion de patégenos viables o modelo de infecciony
contaminacion peritoneal (PCI).

3. Alteracién de la barrera protectora enddégena del animal:
modelo de ligadura y puncién cecal (CLP) y peritonitis del
stentde colonascendente (CASP).

La CLP se ha utilizado ampliamente en los ultimos 30 afos
para estudiar la fisiopatologia de la sepsis y estd ampliamente
descrita en la literatura®. En comparacién con otros modelos,
proporciona una mejor representacion de la complejidad de la
sepsis humana, ya que implica una combinacion de tres tipos de
dafo: trauma tisular debido a la laparotomia, necrosis causada
por la ligadura del ciego y infecciéon debida a la fuga de flora
microbiana en el peritoneo. La técnica CLP satisface muchos de
los criterios esenciales de un buen modelo de sepsis: es un
procedimiento simple, de naturaleza polimicrobiana, con un foco
infeccioso localizado y los productos bacterianos liberados en la
periferia pueden conducir a septicemia’. Es capaz de generar una
respuestainmune exacerbaday el perfil de citoquinas es similar al
observado en la sepsis humana. La variabilidad de la CLP se
considera una ventaja, ya que el procedimiento puede ser
adaptado para inducir un rango de severidad que permita asi la
investigacion de sepsis aguda y crénica. El modelo CLP ha sido
considerado como Gold standard por mostrar un alto grado de
similitud con la progresién de la sepsis humana®.

El objetivo de este trabajo es describir la técnica de ligadura y
puncién cecal en un modelo de rata. Es una de las opciones
elegidas con mayor frecuencia para simular la progresion de la
sepsis humana y para la busqueda de alternativas terapéuticas
que frenen su avance. También se comparara con el otro modelo
de eleccion a la hora de establecer un modelo séptico, como es el
delLPS.
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MATERIAL NECESARIO

Instrumental quirargico

Mosquito tipo Hartman recto (72-8957), escalpelos
desechables n° 11, pinzas 18,0 cm curvas, 0,3 mm (72-0443),
pinzas rectas 17,5 cm (72-0141), pinzas curvas 17,5 cm (72-0142),
micro tijeras rectas afiladas Vannas 12,0 cm (72-0143), porta-
agujas Olsen-Hegar 12,0 cm (72-8898), pinzas de tejido Adson
12,0 cm con diente (72-8573), tijeras rectas 10,5 cm (72-8426),
tijeras de cirugia rectas 14,5 cm (72-8393), tijeras rectas modelo
Tubingen 8,5 cm (72-8696), pinzas dentadas curvas 10,0 cm,
puntas 0,7 mm (72-8604), porta-agujas 12,0 cm (72-8884), tijeras
rectas de diseccion (RU-1250-14M) y pinza hemostatica (RU-3122-
10).

Medicamentos

Ketamina (50-100 mg/kg), xilacina (5-15 mg/kg), diazepam (5
mg/kg), buprenorfina (0,01-0,1 mg/kg) y solucién salina 0,9%.

Otros

Sutura trenzada 3-0 no reabsorbible (Lorca Marin 55328),
sutura 4-0 (Lorca Marin 55345), gasas, esparadrapo, jeringas 10y
50 ml, agujas 21G (BD 305917) y 25G (BD 305916), mesa
quirurgica, luz de quiréfano, manta eléctrica, catéteres
intravenosos 14G (BD381867), 16G (BD381857), 20G (BD381833),
luz infrarroja, pafnos quirdrgicos estériles, lubricante
oftalmoldgico, etanol 70%, clorhexidina, povidona yodada,
material para recogida de muestras, tubos de sueroy hemograma,
crioviales, maquinilla de afeitar, bandeja de metal, empapadores,
guantes estériles, bata, gorroy mascarilla.

PROCEDIMIENTO

1. Previamente a la cirugia, los animales son anestesiados
intraperitonealmente (IP) con una mezcla de ketamina 90
mg/kg y diazepam 5 mg/kg (también se puede administrar
xilacina 15 mg/kg). Tras rasurar la parte media del abdomen,
se coloca al animal sobre una manta térmica a 37°C en
decubito supino, en un campo limpio. Se inmoviliza al animal
y se comienza el procedimiento quiridrgico en condiciones de
esterilidad. El cirujano debe utilizar guantes, bata, gorro y
mascarilla. El material quirdrgico utilizado debe ser
esterilizado en autoclave, en nuestro caso, con un ciclo de
134°C durante 45 minutos.

2. Se aplica lubricante oftdlmico para evitar que se reseque la
cérnea durante el procedimiento. Primero se desinfecta la
zona con solucién de povidona yodada o clorhexidina,
seguido de limpieza con alcohol al 70% (ver Figura 1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Colocacién pre-cirugia.

3. Se coloca sobre la rata un pafo quirdrgico estéril y se recorta
una pequefna ventana alrededor creando un campo
quirdrgico donde se va a realizar la cirugia. Mediante una
laparotomia media (incisién de 2 c¢cm) (ver Figura 2), se
exterioriza el ciego con el intestino adyacente (ver Figura 3Ay
3B).

Imagen suministrada por la autoria

Figura2.- Laparotomiamedia.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- A.Exposicion del ciego. B. Exposicion total del ciego junto con
intestino adyacente.

4. Se realiza una ligadura por debajo de la valvula ileocecal con
seda trenzada 4-0, evitando la obstruccién intestinal de forma
que no frene del todo el trénsito intestinal. Para asegurar que
la ligadura es correcta, se coloca una cédnula de 16G sobre el
ciego (ver Figura 4A 'y 4B) y se realizan los nudos sobre dicha
canula. Luego, se extrae la canula y se comprueba que la
ligadura no oprima demasiado (ver Figura 4C). A
continuacion, se realiza una segunda ligadura a 1,5 cm
aproximadamente de la primera, dejando 0,75 cm a la punta
delciego (ver Figura5).

Imagen suministrada por la autoria

Figura6.- Punciondelciego con puntade catéter 16G.

6. Se presionan suavemente todas las punciones hasta
exteriorizar el contenido fecal al espacio intraluminal
(columna de 1 mm) (ver Figura 7). En los animales control, el
ciego también se expone, pero no se liga ni se perfora.

Imagen suministrada por la autoria

Figura4.- A.Colocacién del catéter sobre el ciego. B. Primera ligadura del
ciego sobre el catéter. C. Primera ligadura del ciego terminada
bajolavalvulaileocecal.

Imagen suministrada por la autoria

Figura7.- Extrusion de heces por presién de unadelas punciones.

PRESESS .
Imagen suministrada por la autoria

. _ ) 7. Finalmente, se reintroduce el ciego en la cavidad peritoneal y

Figura5.- IS\ Comlen_zo dela seguvnda ligaduraa 1,5cm clie la primera. B. se sutura la pared abdominal por capas, primero se cierra la
egunda ligadura terminada. C. Aspecto de como quedan las ) )

ligaduras del ciego con sutura4-0. musculatura del abdomen y luego se cierra la piel con sutura

3-0 no absorbible (ver Figura 8). Al terminar, se vuelve a

5. Con las dos ligaduras hechas, se perfora el ciego tres veces limpiary a desinfectar lazona con clorhexidina

entre las dos con la punta de un catéter del calibre 16G (ver
Figura 6).Enla parte que queda fuerade laligadura, se perfora
unavezcon lapuntade un catéter del calibre 14G.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 8.- A. Comienzo del cierre de la pared abdominal con sutura 3-0. B.
Aspecto final del cierre de la pared abdominal. C. Cierre de la
piel terminadoy desinfeccion con clorhexidina.

8. En el postoperatorio inmediato, se inyecta una solucion de
reanimacion de manera subcutdnea consistente en suero
salino 0,9% (50 ml/kg). Se realiza como medida de soporte
hemodinamico inicial y para cubrir posibles pérdidas de
volumen sanguineo durante el tiempo quirurgico. Cada 12
horas, a partir de la operacion, se administra analgesia
consistente en buprenorfina via subcutanea (0,05 mg/kg).

9. Como protocolo de monitorizacién post-cirugia, durante el
periodo de recuperacion, se realiza una vigilancia cada 10-20
minutos para asegurar la recuperacion total del animal, en un
ambiente tranquilo y con temperatura controlada con luz
infrarroja sin dafnar al animal. El tiempo de recuperacioén varia
de 30 minutos a 1 hora. Después se le proporciona acceso
libre a comida y agua. Desde la inyeccion IP de la anestesia
hasta el final de la cirugia, la duracién del procedimiento es de
30 minutos aproximadamente.

RECOGIDA DE MUESTRAS

Segun la finalidad y duracion del modelo, las muestras se
pueden recoger en diferentes tiempos, desde 48 horas a una
semana después del procedimiento quirtrgico. Si es necesaria la
recogida de orina de 24 horas y/o heces, las ratas son introducidas
en jaulas metabdlicas el dia anterior. Para la eutanasia, el animal es
anestesiado con ketamina/diazepam (o ketamina/xilacina) y se
procede a la recogida de muestras, como sangre y tejidos. Los
pardmetros hemodinamicos en suero y orina se determinan
usando un autoanalizador estandar.

Para evaluar el resultado del procedimiento se pueden
analizar diferentes pardmetros en érganos y/o fluidos. Como, por
ejemplo: supervivencia, citocinas y quimiocinas, y tipo y carga
bacteriana medida como el nimero de UFC/miililitro.

CONCLUSIONES

- Latécnica CLP es la mas utilizada porque reproduce mucho
mejor la progresion y caracteristicas de la sepsis humana:
respuestas inmunes, hemodindmicas y bioquimicas. En
comparacion con otros modelos animales de sepsis, CLP se
puede realizar en cualquier animal de diferentes edades y
Sexo.

- Es un procedimiento quirdrgico relativamente facil y barato.
Representa la infecciéon polimicrobiana del peritoneo, con un
foco infeccioso localizado y presenta el espectro completo de
patégenos entéricos. Se asemeja a la situacion clinica de
perforacion intestinal, con la resultante infeccion bacteriana
mixta de origen intestinal y, por lo tanto, puede ser el modelo
mas realista de sepsis clinica. Ademas, tiene un curso de
tiempo prolongado para el desarrollo del estado de shock,
que son comparables alas encontradas en humanos.

- El grado de severidad tiene un impacto directo en el
porcentaje de supervivencia. La longitud de la ligadura, el
grosor del catéter con el que se van arealizar las puncionesyel
numero de punciones son parametros que pueden
controlarse para modular la gravedad y mortalidad. Cuando
se realiza el modelo CLP, todas estas condiciones y los
parametros técnicos deben ser cuidadosamente
considerados con el fin de obtener resultados reproducibles y
consistentes. Por lo tanto, un profundo conocimiento y
dominio de este procedimiento es absolutamente necesario
pararealizarel modelo CLP con precision.

- Este modelo induce un escenario inflamatorio mas agresivo y
se asemeja a la complejidad de la sepsis humana. Se debe
emplear un curso de tiempo mas largo, ya que el tratamiento
induce el desarrollo retardado de la inflamacion sistémica, y
un empeoramiento en el estado de salud que persiste hasta el
final del experimento.

- Encomparacién con el modelo de LPS (muy utilizado también
junto con el de CLP), éste no reproduce la intensidad y la
progresion del shock séptico. Es el mas adecuado cuando
interesa estudiar nuevas terapias para la inflamacién aguda o
para estudiar los procesos fisiopatoldgicos de endotoxemia.
También tiene ventajas, como la facilidad técnica y alta
reproducibilidad, particularmente en la respuesta
inflamatoria provocada, ya que se puede lograr en poco
tiempo (4 a 6 horas) de manera simple y con una baja tasa de
mortalidad, ademas se vuelve a un estado normal en 72 horas.
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Los efectos son facilmente identificables y medibles. Sin
embargo, el modelo LPS no reproduce exactamente los
rasgos caracteristicos que ocurren en el humano. Las
respuestas de citocinas son de menor duracién, debido a que
se establece utilizando un tnico factorinductor.

- Una desventaja de la técnica CLP es que no facilita el control
dela cantidad de heces extruidas cuando el ciego se presiona.
Laflora del intestino no es uniforme entre animales o especies
y las comparaciones entre estudios deben hacerse con
precaucion, ademas, de las variaciones en los procedimientos
quirdrgicos y postoperatorios. Se sabe que la estandarizacion
es dificil, depende de la técnica utilizada y de la experiencia
del cirujano.

- También hay que tener en cuenta que el uso de opidceos,
como la buprenorfina, puede suprimir la respiracion y la
locomocion, y estos efectos pueden ser mal interpretados
como signos de sepsis.

Como conclusién, cada modelo tiene sus beneficios, que
deben ser sopesados con los parametros experimentales a
investigary el objetivo general a estudiar. Pero sin duda, el modelo
de CLP es considerado como el Gold Standard por ser el que mejor
reproduce la progresién de la sepsis humana.

ESTAMOS

EN EL CENTRO DE
LA INVESTIGACION

EN HABLA
HISPANA.
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Etica y Legislacion

Bioeticawiki: un nuevo recurso disponible para la ética

Jesus Martinez Palacio
Presidente del Organo Habilitado, OEBA-CIEMAT

Os presento en esta ocasion, un recurso web que he encontrado 2. Serun wiki, por lo que, con pequefas excepciones, puede ser
interesante con la vista puesta en la ética y, especificamente, en la editada por cualquiera.
éticaen experimentacién animal.
3. Ser de “contenido libre’, entendiéndose que presenta una

Bioeticawiki es, segun su propia definicion, una enciclopedia licencia especial, que permite el uso del contenido bajo unas
escrita de forma colaborativa por sus lectores. Que se caracteriza determinadas condiciones (Creative Commons).
por:
En esta web encontramos multiples contenidos o articulos
1. Serunaenciclopedia, entendida como soporte que permite la referidos a multiples conceptos y temas de bioética. Entre ellos,

recopilaciéon, el almacenamiento y la transmision de destaco el relativo a la Experimentacion Animal.

informacion de forma estructurada.
A continuacion, podéis ver un pantallazo de su definicion:

Experimentacion animal (ética)

Articulo Discusion Ver Editar Editar codigo Historial

La experimentacion animal es hoy una actividad basica de la ciencia médica. A ella se oponen los movimientos pro derechos animales,
normalmente fundados en una vision meramente natural del hombre y los animales, que los iguala. También hay oposicion desde el punto de
vista cientifico: los resultados de la investigacion animal rara vez serian directamente aplicables al hombre. Por contra, los resultados
encontrados en los animales son parcialmente aplicables al hombre, y 1a diferencia cualitativa entre el hombre y el animal es el fundamento que
permite 1a experimentacién animal.

De estos fundamentos se derivan una serie de normas éticas sobre el trato correcto de los animales de experimentacion. Estas normas han
sido recogidas también en leyes especificas.

Imagen suministrada por la autoria

Y delos contenidos que desarrolla:

Sumario ocultar 4 Laregla de las 3R
4.1 Reemplazar
1 Introduccion 4.2 Reducir
2 Oposicion a la investigacion en animales 4.3 Refinar
2.1 El activismo anti experimentacion animal 5 Normativas
2.2 La liberacion animal 5.1 Normativa europea
2.3 Planteamientos cientificos anti experimentacion animal 5.2 Ley espafiola

2.4 Epistemologia y ética de la experimentacion
P glay g 6 Normas PBL

7 Problemas practicos
7.1 Trabas y papeleos
7.2 El comité de ética y la ética del investigador

3 Fundamentos éticos para el respeto a la naturaleza
3.1 El valor de la naturaleza
3.2 El valor del hombre
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7.3 La realidad: ayuda a optimizar la investigacion BIBLIOGRAFIA

7.4 Supervision
- - Bioeticawiki: https://www.bioeticawiki.com/Bioeticawiki
8 Bibliografia

9 Referencias - Creative commons: https://creativecommons.org/licenses/by-

Imagen suministrada por la autoria sa/3.0/deed.es
Os recomiendo revisar este articulo, pues lo he encontrado . o s
. . ) - Experimentacion Animal:
muy razonable, informativo y digno de lectura. No descarto que https://www.bioeticawiki.com/Experimentacion_animal_(ética)
algunos de sus puntos formen parte de esta seccion en el futuro.

Como curiosidad, resaltar la revision al respecto de la vision
del"catecismo de laiglesia catélica”sobre el respeto a los animales
y su naturaleza. No hay que olvidar que esta vision fue el
fundamento moral durantesiglos...

En resumen, una buena fuente de informacién en general

sobre bioética, y una revision curiosa de la ética en la
experimentacion animal.

-

=

En nuestro animalario,

el bienestar

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio

www.secal.es
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Trabajadores especialmente sensibles

Hoy reproducimos una informacion del Dr. Antonio Meléndez,
especialista en Medicina del Trabajo, que explica cudndo un trabajador
puede ser considerado especialmente sensible.

Jesus Martinez Palacio
Técnicos en Prevencion de Riesgos Laborales

El concepto de “trabajador especialmente sensible” se
establece en el articulo 25.1 de la Ley de Prevencion de Riesgos
Laborales, como aquél que por sus caracteristicas personales o
estado bioldgico conocido incluidos aquellos que tengan
reconocida la situacion de discapacidad fisica, psiquica o sensorial
sea especialmente sensible a los riesgos derivados del trabajo.
Estononosdice mucho, laverdad...

Elmismo articulo, indica que se deberan tener en cuenta estas
condiciones en las evaluaciones de los riesgos y, en funcion de
éstas, se adoptaran las medidas preventivas y de proteccion
necesarias.

Finalmente, establece que los trabajadores no seran
empleados en aquellos puestos de trabajo en los que a causa de
su especial sensibilidad (debidamente reconocida) puedan ellos,
los demas trabajadores u otras personas relacionadas con la
empresa ponerse en situacion de peligro o, en general, cuando se
encuentren manifiestamente en estados o situaciones
transitorias que no respondan a las exigencias psicofisicas de los
respectivos puestos de trabajo.

De este articulo, surgen tres interrogantes para la
consideracién del trabajador especialmente sensible:

- La existencia de caracteristicas personales o un estado
biolégico conocido que suponga una especial
sensibilidad alos riesgos derivados del trabajo.

- Lapresenciadediscapacidadfisica, psiquica o sensorial.

- Cuandoestadiscapacidad afecta al trabajo.

22

¢{Qué son “caracteristicas personales” en funcion del Art. 25
delaLeydePrevencion de Riesgos Laborales?

Se refiere a la existencia de patologias fisicas, psiquicas o
cualquier otra afectacion o deficiencia en el estado de salud que,
aunque no generen incapacidad laboral o discapacidad, puedan
agravarse por las condiciones de trabajo y/o impidan al trabajador
darrespuesta a las exigencias psicofisicas del puesto.

{Qué seentiende pordiscapacidad?

La presencia de deficiencias fisicas, mentales, intelectuales o
sensoriales. A efecto legal tendran la consideracion de personas
con discapacidad aquellas a quienes se les haya reconocido un
gradoigual o superioral 33%.

¢{Cuando una discapacidad reconocida implica considerar a
un trabajador como especialmente sensible?

Para su consideracion se debe establecer la especial
sensibilidad a los riesgos del trabajo. Un trabajador con
discapacidad reconocida, si ésta no esta relacionada con los
factores de riesgo existentes en el puesto de trabajo, no se le
debera considerar como especialmente sensible.

Otra situacion seria, si como consecuencia de la exposicion a
los riesgos inherentes al puesto de trabajo pudiera agravarse
dicha discapacidad, en este caso si seria de aplicacion el articulo
25.1 y pasaria a ser considerado trabajador especialmente
sensible.

BIBLIOGRAFIA

- https://www.quironprevencion.com/blogs/es/prevenidos/trabajador
es-especialmente-sensibles
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Al cuidado de los
Danio rerio

Eduardo Diaz Garcia
Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares

Aunque el trabajo con Danio rerio tiene muchas similitudes
con el trabajo con ratones, también tiene sus propias
peculiaridades, principalmente, dos: los peces respiran agua, no
aire,y no cuidan de sudescendencia.

A los peces, al igual que a los ratones, se los mantiene en
cubetas ubicadas en médulos que, en lugar de disponer de aire
filtrado, disponen de agua filtrada. Pero el concepto es el mismo.
La diferencia estriba en que, mientras que el aire tiene la misma
composicién quimica en todas partes, el agua no. Cada cauce
fluvial corre por su propio lecho rocoso y el agua disuelve
moléculas de este. Los distintos cauces fluviales tienen, por tanto,
su propia conductividad y su propio pH, y los peces que viven en
ellos se han adaptado a esos parametros. Por ello, hay que replicar
esos parametros en cautividad. Asi que lo primero que hago
cuando entro cada mafana en el acuario es comprobar el pHy la
conductividad del agua, para estar seguro de que se encuentran
dentro del rango aceptado para la especie. Al ser animales
subtropicales de sangre fria, también hay que proporcionarles la
misma temperaturaala que se encuentran en lanaturaleza.

Desde el punto de vista del manejo, los peces no te van a
morder, no te van a transmitir ningun patégeno, no te van a dejar
laropay el pelo oliendo (bastante mal) nivan a ponerse a chillar si
tienes que pincharlos, eso facilita muchisimo su manejo. Para
entrar en un acuario no es necesario cambiarse de ropa ni vestir
gorro ni mascarilla, con unos guantes es suficiente. Ademds, son
animales diurnos y no tienes que molestarlos despertandolos si
hay que limpiarles la cubeta o hacer la inspeccion diaria de los
animales.

iAmique meden peces, los ratones, para el que los quiera!




No pretendo, con esto, dar la imagen de que el trabajo con
peces no tiene ningun inconveniente. Como mencioné antes, no
cuidan de sus propias crias, asi que ese trabajo te corresponde
hacerlo a ti. Uno de los primeros problemas con los que se
encuentran los que empiezan a trabajar con estos animales es la
mortalidad de los alevines. Se necesita cierta experiencia para
lograr su supervivencia. Por desgracia, yo mismo me he
encontrado varias veces con investigadores que opinan que tu
trabajo se limita a darles de comer (y mientras te lo dicen, hacenel
gestodefrotarlos dedos indice y pulgar para que veas como se les
da de comer), y poco mas. Es decir, piensan que cuidar del acuario
de un centro de investigacion cientifica es como cuidar de tu
pecera en casa. Eso es como pensar que cuidar de un animalario
deratones es como cuidar de tu hdmster.

Y es que los peces son animales de segunda division. Muchas
veces se montan acuarios habilitando estancias que no se
construyeron con ese proposito (yo estuve a punto de irme a
trabajar hace unos afos a un antiguo establo para cabras) oenla
parte que nadie quiere. El animalario, en el que trabajo ahora,
tiene todas sus habitaciones rectangulares, hasta los
despachos... menos el acuario que, como se monté en la esquina
que sobro, tiene una forma tan rara que nos costé mucho
distribuir los médulos de manera que se maximizase el espacio.
Conozco un caso en el que el acuario se montd en un piso superior
y ahora no puede haber més de cinco personas a la vez en el
mismo, por el riesgo de que el suelo ceda por exceso de peso.
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Tampoco se daimportancia al personal que ha de encargarse
del mismoy, muchas veces, se escoge a gente sin experiencia, que
se encuentra con muchisimos problemas de puesta de huevos,
supervivenciadelos alevinesy crecimiento de estos.

En cuanto a los usuarios, no voy a desvelar nada nuevo. Pasa
exactamente lo mismo que con los ratones; cuanto menos
toquen, mejor. No obstante, mi opinion es que siempre es mejor
ser amigo de tus usuarios. Es cierto que cuando les das mucha
confianza, a veces, se aprovechan de ello; pero, en conjunto, y
teniendo en cuenta que nada hay perfecto por muy beneficioso
que sea, prefiero darles esa confianza. Tener una relaciéon de
amistad con tus usuarios hace el trabajo diario mucho mas
agradable. Si sabes marcar un limite y decir no, no pasa nada por
hacerles unos cuantos favores; a ellos les beneficia y te lo
agradecen.

Yo creo que parte de mi trabajo como responsable de drea es,
o deberia ser, crear un ambiente laboral agradable. Me gusta
pensar que tanto mis usuarios como mis ayudantes estan
contentos trabajando en el acuario. Me gusta romper esa barrera
de cristal que hay entre los investigadores y el personal del
animalario y que unos se relacionen con otros, que charlen sobre
temas de interés comun. Me gusta que los usuarios conozcan por
sunombre amisayudantesy que les expliquen qué experimentos
estan haciendo con los peces; pues si éstos lo desconocen, tienen
lasensacion de que sutrabajo nosirve paranada, que lo mismo da
trabajar en un centro de investigacion cientifica que en cualquier
otro lado. Conocer el experimento te ayuda a implicarte en el
mismo.

Un acuario es un lugar cerrado y, habitualmente, estrecho en
el que diariamente trabaja junta gente sin ninguna otra
vinculacion. Pero, ya que los peces son animales de segunda
division y no suele haber muchos usuarios interesados en
investigar con ellos, seamos inteligentes y aprovechemos esa
circunstancia para crear un ambiente de trabajo arménico y
familiar. Se nos recompensara con creces.
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Promoviendo la mejora continua en los animalarios:
programa de premios de las 3Rs

Helena Paradell Trius
Zoetis Manufacturing & Research Spain, S.L.

LOS PRINCIPIOS DELAS 3RS

Los principios de las 3Rs (Reemplazo, Reduccion y
Refinamiento) son uno de los ejes basicos en la regulacion del uso
de animales para la investigacion. Estos principios fueron
formulados, por primera vez, por dos bidlogos de origen inglés,
W.M.S Russell y R.L. Burch en su libro “The Principle of Humane
Experimental Technique” publicado en 1959.

El principio de Reemplazo se refiere a todos aquellos métodos
y modelos que permiten evitar o sustituir el uso de animales por
modelos in vitro, modelos informaticos, etc. El principio de
Reduccion se refiere a aquellos que permiten reducir el nimero
de animales utilizados en cada uno de los proyectos de
investigacion. Mientras que el de Refinamiento se refiere a
métodos que minimicen el sufrimiento de los animales y/o que
mejoren su bienestar.

Hoy en dia estos principios son el marco dentro del cual la
investigacion biomédica se realiza con garantias cientificas y
éticas. Por este motivo han sido incorporados tanto en las
legislaciones nacionales e internacionales, como en las politicas y
reglamentos internos de instituciones publicasy privadas.

NUESTRO COMPROMISO CONLAS 3Rs

Todos los centros en los que trabajamos con animales de
experimentacién tenemos el compromiso ético y legal de aplicar
los principios de las 3Rs de manera rutinaria y continua en nuestro
trabajo.

Una motivante iniciativa promovida, generalmente, desde los
equipos de Direccidn, para involucrar a todo el personal que
trabaja directa e indirectamente con los animales, es la
instauracion de los programas de premios a los proyectos 3Rs.
Estos programas premian a personas individuales o grupos de
trabajo (generalmente multidisciplinarios) que desarrollan
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proyectos y/o introducen mejoras en las instalaciones, con el
objetivo de utilizar menos animales y/o de mejorar el bienestar de
los que necesariamente deben ser utilizados para el desarrollo de
las actividades cientificas. Este reconocimiento es una gran
inyeccion de energia y motivacion para las personas que
participan, sin darse muchas veces ni cuenta, en la mejora
continuadelos animalarios.

A continuacion, os presento el programa de premios a las 3Rs
que tenemos sélidamente instaurado en Zoetis, el cual es un gran
evento y goza de una amplia expectacion y participacion de
personas de todas las plantas y departamentos, desde técnicos de
animalario, investigadores, personal de mantenimiento, etc.

PROGRAMAINSTITUCIONAL DEPREMIOS ALAS 3Rs

Zoetis desde su creacion (y anteriormente como Pfizer) tiene
instaurado un Programa Global de premios a las 3Rs. Este
programa es uno de los principales reflejos del compromiso
adquirido por la empresa en la promocién e implementacion de
alternativas que reemplacen, reduzcan y/o refinen el uso de
animales tanto en la investigacidn, como en las practicas que se
integran en el cuidado humanitario de los animales de laboratorio
y en el desarrollo cientifico que realiza, en el cual los animales
juegan un papel vital.

Los premios a las 3Rs reconocen tanto a personas individuales
como a equipos de las diferentes plantas de Zoetis de alrededor
del mundo, que hayan desarrollado un método nuevo que
suponga un avance en el marco de las 3Rs; que hayan
implementado de manera satisfactoria y significativa los
principios de las 3Rs en su trabajo; o que hayan desarrollado un
programa que mejore el entendimiento de los principios de las
3Rs como elementos criticos en el proceso de investigacion.
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Las nominaciones pueden presentarse a lo largo de todo el
anoy pueden ser presentadas por un companero, un supervisor o
un jefe de departamento, en nombre de una persona individual o
de un grupo-equipo de trabajo; aunque las auto-nominaciones
también son aceptadas. Todas las personas que trabajan directa o
indirectamente con animales de experimentacion son elegibles a
sernominadas.

Los proyectos nominados deben referirse a actividades
recientes y que hayan sido implementadas de manera efectiva.
Los programas o actividades en fase de desarrollo deben esperar a
ser presentados una vez se hayan obtenido informacion y
resultados sobre suimplementacion.

Las nominaciones se presentan rellenando un formulario que
debeincluir, entre otros, los siguientes puntos:

- Descripcion delaactividad o proyecto.

- Justificacion de cual o cuales de las 3Rs han sido
implementadas en el proyecto.

- Descripcion clara y concisa de los resultados en la
implementacién del proyecto (incluyendo las estadisticas
apropiadas).

- Justificacion de como la actividad o proyecto representa
un avance nuevo Yy significativo, una implementacion
satisfactoria y una mejor comprension de los principios de
las 3Rs.

El formulario completo se debe enviar a través de la web
interna de Zoetis, en la seccion de“3Rs y Alternativas”. La Junta de
Bienestar Animal de Zoetis (Animal Welfare Board) esta formada
por un grupo de expertos con unaamplia experiencia en el campo
de la investigacion farmacéutica, y es la encargada de evaluar y
elegirlos proyectos finalistas y los ganadores una vez al afio.

Los resultados de los premios a las 3Rs se presentan en una
ceremonia durante la llamada“Semana del Bienestar Animal” que
tiene lugar, generalmente, durante la primera semana de octubre,
coincidiendo con el dia mundial de los animales que se celebra
cadaafnoeldia4deoctubre.

Durante toda la semana se presentan los distintos proyectos
presentados a los premios en forma de pdsteres y tienen lugar
numerosas actividades, reuniones y presentaciones de los
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distintos grupos que forman parte de la estructura global de
Bienestar Animal de Zoetis.

En la ceremonia, la maxima autoridad en bienestar animal de
Zoetis explica, brevemente, todos los proyectos presentados, asi
como las personas y/o grupos nominados alrededor del mundoy
hace entrega a todos los participantes en el programa de un
diploma honorifico de reconocimiento. Los responsables de los
proyectos ganadores reciben ademas un diploma de excelenciay
un premio decristal (ver Figura 1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Premio decristal entregado a los proyectos ganadores.

El reconocimiento a todos los participantes en el programa de
las 3Rs se distribuye de manera global por todos los canales
internos de noticias de Zoetis. La ceremonia de entrega de
premios es grabada y puede ser reproducida integramente
durante un largo periodo de tiempo desde la web de Zoetis. Los
proyectos se comparten entre los diferentes grupos y foros
alrededor del mundo, asi como el avance que suponen en la
aplicacion de las 3Rs y en la promocion del bienestar animal es
aplicado, siempre que es posible, a nivel global.

En los ultimos 6 anos (desde la creaciéon de Zoetis) se han
presentado al programa una media de 21 nominaciones anuales,
de las cuales el 7% han implementado proyectos de reemplazo en
el uso de los animales por métodos alternativos, el 27% han
significado una reduccion en el nimero de animales utilizados, y
el 33% han introducido mejoras significativas en el bienestar de
los animales refinando protocolos de supervisién, introduciendo
mejoras... (ver Figura 2).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Porcentaje medio de nominaciones por categorias (del 2014 al
2019).

PROYECTOS 3Rs NOMINADOS

Los proyectos nominados son muy diversos, provienen de
todas las plantas del mundo, y aplican a los diferentes campos de
trabajo y especies animales con las que se trabaja en cada centro.
A modo de ejemplo dentro de los diferentes proyectos en los que
han trabajadoy siguen trabajando los diferentes grupos de Zoetis,
se puede destacar dentro del marco de la Reduccion el trabajo
activo que se ha realizado y se sigue realizando con las
autoridades regulatorias para:

- Validar la utilizacién de un numero, significativamente,
inferior de animales en las pruebas clinicas necesarias en la
fase final del desarrollo de las vacunas destinadas al
ganado porcinoy bovino.

- Eliminar la necesidad de realizar estudios adicionales de
apoyo a los requerimientos de marketing con el fin de
ampliar las indicaciones de usos de productos ya
registrados.

- Aprobar el andlisis de datos retrospectivos, obtenidos en
estudios realizados previamente, como soporte para el
mantenimiento de los registros de vacunas aviares,
evitando asirealizar nuevos estudios en animales.

Dentro del marco del Reemplazo, un grupo ha conseguido
desarrollar, validar y registrar un método de potencia in vitro para
la liberacion al mercado de una vacuna frente a una de las
enfermedades principales del ganado porcino en el mundo. El
uso de esta nueva técnica evita ademas la gran variabilidad de
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resultados que se obtenia en el estudioinvivo, con el consecuente
riesgo de repeticion de estudios y mayor uso de animales, a su vez
proporcionando una mayor fiabilidad. Este reemplazo ha
supuesto una reduccién aproximada en el uso de 1.125 ratones
anuales sélo en Europa.

Dentro del marco del Refinamiento numerosos grupos de
Zoetis han desarrollado proyectos en los ultimos afios. Entre ellos
destacan los proyectos de formacién en técnicas de manipulacion
mas humanas y seguras para las personas que trabajan con
animales agricolas de gran tamafio, que ha realizado un grupo de
personal técnico comercial a numerosos granjeros en Estados
Unidos. Asimismo, y también dentro del campo de la formacién, el
equipo global de bienestar animal ha editado videos muy
completos para la formacion continuada del personal, donde se
muestran las técnicas de manipulacién, dentro de los diferentes
procedimientos, de manera humana y segura, de las especies
bovinayfelina.

Dentro de los proyectos de Refinamiento, destaca también el
trabajo que se ha realizado en la aplicacion de protocolos de
supervision y de establecimiento de criterios de punto final
adecuados dentro de los proyectos; incrementando,
significativamente, el nimero de observaciones realizadas a los
animales después de una infeccién experimental por ejemplo, y
aplicando criterios que permitan una intervencién temprana en
los animales a fin de evitar al médximo su dolor y sufrimiento en el
cursode laenfermedad.

Igualmente, durante los uUltimos afos se han presentado
numerosos proyectos de mejora de las instalaciones y de las
condiciones de alojamiento de los animales. Por ejemplo, unos
proyectos de gran éxito han sido el alojamiento de los conejos y
hamsteres en grupos sociales. Asi en el afio 2013, y con el objetivo
de dar a los conejos la oportunidad de expresar su patron de
comportamiento mas natural bajo condiciones experimentales,
todas las jaulas fueron reemplazadas por salas donde los animales
se alojan en grupos de unas 15-20 hembras directamente en el
suelo (ver Figura 3). Se provee a los animales de lecho, de tubos y
zonas mas oscuras donde esconderse, tarimas donde poder subir
y bajar, bastones de madera y otros juguetes naturales para
estimular su habito natural de roer. El resultado de este proyecto
ha sido muy satisfactorio, los animales no presentan
comportamientos agresivos y son mucho mas ddciles y faciles de
manipular por las personas que los cuidan y que realizan los
procedimientos experimentales con ellos.
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Figura 3.- Alojamiento de conejosen grupossociales.

Tras el éxito de este proyecto, en el aflo 2018 siguiendo el
mismo modelo, las jaulas de hdmsteres se substituyeron por
recintos para el alojamiento en grupo de hasta 10 hamsteres
hembras. Cada uno de estos recintos se provee de lecho, material
para la formacion de nido, tubos y zonas oscuras donde
esconderse, plataformas donde poder subir y una rueda de
ejercicio (ver Figura 4). El resultado de este innovador proyecto
fue de nuevo muy satisfactorio, los animales en este modelo de
alojamiento exhiben el comportamiento natural para la especie,
son faciles de manipular y en muy raras ocasiones presentan
comportamientos agresivos frente a otros animales del grupo.

Imagen suministrada por la autoria
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Figura 4.- Alojamiento de hdmsteres en grupos sociales.

Otro proyecto con gran repercusion sobre la mejora de las
condiciones de estabulacion y del bienestar de los animales ha
sido el disefo e instalacion de los paneles de control de la luz en
las llamadas “instalaciones flexibles’, estas son instalaciones no
destinadas al alojamiento de una especie en concreto, sino donde
se trabaja con diferentes especies segun los estudios que se
deban llevar a cabo, para ello se adaptan constantemente de una
especieaotra.

La adaptacion para el alojamiento de una especie no sélo
implica los cambios estructurales en la instalacién sino también el
ajuste de las condiciones y requerimientos ambientales 6ptimos
para la misma. Para facilitar la provisién de estas necesidades
ambientales, un equipo multidisciplinar de Zoetis, formado por
personal de direccion del animalarioy personal del departamento
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de mantenimiento, desarrollé durante el afio 2018 un sistema de
control de la intensidad de la luz durante los ciclos de dia y de
noche, asi como de control del ciclo de amanecery de anochecer
mimetizando los ciclos en condiciones naturales (ver Figura 5). El
sistema permite establecer y grabar, para un futuro uso, multiples
programas luminicos establecidos para cada especie, raza, edad y
estado fisiolégico. El dispositivo dispone también de un
mecanismo de seguridad que evita que los programas puedan ser
manipulados por usuarios que no dispongan de los debidos
permisos.

Imagen suministrada por la autoria

Figura5.- Pantalla principal del sistema de control luminico.

LACUARTAR

En los ultimos anos, se ha empezado a incluir dentro del
Programa de premios a las 3Rs la llamada cuarta R (Rehoming and
Rehabilitation.

Dentro de la cuarta R se incluyen todos aquellos proyectos
que desarrollan o introducen mejoras en las politicas de
adopcion, donacion y rehabilitacion de animales previamente
utilizados en estudios experimentales. La instauracion de estas
politicas en los animalarios tiene un gran impacto emocional
positivo en las personas que trabajan con los animales.

Zoetis goza ya de una larga lista de animales, incluyendo
perros, gatos y caballos, que han sido adoptados, siempre
asegurando que todo el proceso y su seguimiento se realizan con
las méximas garantias de éxito para ambos, las familias adoptivas
y nuestros animales.
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Actividad inesperada de Cre en tejido germinal
y durante el desarrollo embrionario

Carme Cucarella
Servicio de transgénesis y biotecnologia reproductiva IBV-CSIC

INTRODUCCION

El sistema Cre/loxP revoluciond la investigacién biomédica al
permitir modificar la expresién génica de una manera especifica
en determinadas células/tejidos, a diferencia de los primeros
ratones modificados genéticamente en los que la inactivacion de
un gen se producia en todas las células del organismo. La enzima
Cre cataliza la reaccion de recombinacion entre dos elementos
loxP (secuencias cortas de 34 nucledtidos), produciendo la
excision de la region gendmica flanqueada por dichos sitios. De
esta manera, cuando se cruza un ratén que expresa Cre bajo un
promotor especifico de tejido con otro ratéon que contiene un gen
floxeado (es decir, un gen con un exon critico flanqueado por dos
loxP intronicos), se obtendra un individuo knock-out (KO)
condicional que expresaré el gen en todo el organismo excepto
en aquellas células que estén expresando Cre, en las que se habra
producido la recombinacién y por tanto el gen habra quedado
inactivado.

El éxito de la herramienta Cre/loxP depende en gran medida
de que el patron de expresién de la recombinasa Cre sea el
esperado, es decir, que Cre esté presente en cantidad suficiente en
el tejido diana y ausente en el resto de los tejidos. Sin embargo,
esto no siempre es asi y en numerosas ocasiones encontramos
patrones de expresion sorprendentes.

CAUSAS DE LA EXPRESION INESPERADA DE CRE

Debido a la expresion ectopica del promotor utilizado

Ocurre sobre todo en lineas Cre obtenidas por transgénesis
clasica, es decir, por microinyeccién pronuclear de DNA en
zigotos. Tras la microinyeccion, el transgén se integra al azar en
cualquier punto del genoma, pudiendo verse afectado por el
ambiente genético en el que se ha integrado. Ademads, por
motivos técnicos, en muchos casos se usan promotores minimos
que no incluyen todos los elementos reguladores necesarios para
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reproducir con fidelidad el patron de expresion fisioldgico.

Como la integracion del transgén es aleatoria y distinta en
cada zigoto, puede darse el caso que animales con el mismo
transgén, pero procedentes de eventos de integracion
independientes, tengan patrones de expresion distintos,
afectandose tanto la cantidad de proteina Cre presente como la
especificidad de laexpresion.

Debido a la expresion endégena del promotor

En algunos casos la actividad inesperada de Cre no es
ectdpica sino que reproduce fielmente el patron de expresion del
promotor utilizado. Algunos promotores son activos en tejidos
distintos al diana aunque sea sélo de forma temporal. Una
expresion breve puede ser dificil de detectar (y por lo tanto puede
que no haya sido descrita en la literatura), pero tiene importantes
repercusiones porque el efecto de la recombinacion es
irreversibley, como consecuencia, permanente.

Esta es la principal causa de actividad inesperada en lineas
obtenidas por mutagénesis dirigida en células troncales
embrionarias o por edicion genética mediada por CRISPR/Cas9.
Estas técnicas permiten controlar el punto de integraciony, por lo
tanto, permiten localizar Cre bajo la influencia del promotor
endogeno deseado.

En el caso de los knock-in (KI) obtenidos por insercion de una
unidad transcripcional (promotor + secuencia codificante) en un
sitio seguro del genoma, por ejemplo el locus ROSA, estariamos
en una situacion intermedia: el entorno de la insercién es
conocidoy ha sido comprobado en un gran nimero de lineas que
no afecta significativamente a la expresion del transgén, pero el
promotor puede presentar actividad ectdpica por falta de algun
elementoreguladorimportante.
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En 2012 los laboratorios Jackson publicaron los resultados
obtenidos en un esfuerzo por caracterizar las lineas Cre mas
frecuentemente solicitadas de una manera objetivay sistematica’.
Las conclusiones del estudio no dejan lugar a dudas. Ademas de
detectar casos sorprendentes como la inconsistencia entre crias
de la misma camada y que el origen paterno o materno de Cre
puede condicionar el resultado, la principal conclusién del
estudio fue que la presencia inesperada de Cre en distintos tejidos
esrelativamente frecuente.

En algunos casos que exista actividad recombinasa en tejidos
distintos al diana, aun no siendo la situacién ideal, podria ser
asumible. Sin embargo, existen varios escenarios en los que este
hecho puede tener consecuencias catastroficas para la validez del
modelo experimental: cuando Cre se expresa durante los
procesos de oogénesis o espermatogénesis, y cuando hay
presencia de Cre en las primeras divisiones celulares una vez
producida la fecundacién. Ambos escenarios son similares, pero
no totalmente equivalentes, como veremos con mas detalle a
continuacion.

CASO I: ACTIVIDAD RECOMBINASA EN PRECURSORES
GERMINALES

Cuando Cre se expresa en el tejido germinal de uno de los
progenitores y hay coexistencia de Crey el alelo floxeado en dicho
tejido, se puede producir recombinacion del alelo floxeado antes
de lafecundacion, de manera que los animales originados a partir
de los gametos recombinados poseeran en todas sus células un
alelodelecionado enlugardel alelo floxeado esperado.

El porcentaje de células germinales precursoras en las que se

produce la recombinacién depende de cada linea Cre. En algunos
casos, la delecién germinal puede afectar al 100% de los gametos
y, por lo tanto, toda la descendencia se vera afectada. En otros
casos, la expresion de Cre es menor y sélo afecta a un porcentaje
mas o menos discreto, dando lugar a camadas en las que
coexisten dos tipos de animales: aquellos animales que heredan
el alelo floxeado y se comportan como knock-out condicionales
junto con animales procedentes de gametos recombinados y que
tienen el alelo delecionado en lugar del floxeado en todas sus
células.

Para evitar la delecion germinal se recomienda que Cre y el
gen floxeado se mantengan separados en lineas de ratones
independientes, y que éstas sélo se crucen para obtener los
sujetos de experimentacién. De esta manera nunca coincidiran
Creyfloxantes delafecundacion.

Sin embargo, este sistema de cruce solo permite obtener
animales heterozigotos para ambos alelos, y en la practica esto
puede suponer una limitacion importante. Por ejemplo, para
conseguir knock-outs condicionales es necesario que el alelo
floxeado esté en homozigosis, para que la recombinacién se
produzca en ambos alelos y haya pérdida total de la proteina en
estudio. En ese caso, Cre y flox deben coincidir obligatoriamente,
bien en las células germinales de la hembra o bien en las del
macho.

La delecion germinal puede producirse exclusivamente en
uno de los dos progenitores, o pueden estar afectados ambos
sexos aunque con distinto grado de afectacién. En la Tabla 1 se
muestran algunas de las lineas de ratén en las que este fendmeno
hasido estudiado con cierto detalle.

Tabla1.- Lineas de ratdn Cre con actividad recombinasa en precursores germinales. Porcentaje de delecion germinal (entre paréntesis nimero de casos
registrados sobre nimero total de animales testados, cuando se conocen los datos). n.c. no cuantificado; n.d. no determinado; *Depende del gen
floxeado con el que se cruzalalineaCre.

nota en Jax (linea 006881)
CamKll-cre Tg(CamK2a-cre)? uronas piramidales hip p 72-98%"* raro Choi C 20142
CamKll-cre Tg(CamK2a-cre)1Shn uronas piramidales hip p 100% raro (n.c.) com. p | Dr. C. Saura
| cathepsin K-cre Csiinitenisia alto (n.c.) alto (n.c.) Winkeler, 2012°
Dermo1-cre (Twist2-cre) Twist2tm! 1(cre)0ce osteocblastos y condrocitos 0% 0-47%" He, 2017¢
DAT-cre Slc6adim!crexz dopaminérgicas 0% I (n.c.) [ nota en Jax (linea 020080)
foxn1-cre Foxn1tm¥creNm keratinocitos y timo 0% (0 de 56) 100% (11 de 11) [ ShiJ, 2016°
foxg1-Cre (BF1-Cre) Foxg1tmicre)Sin telencéfalo nd. 69% (11 de 16) | Weng, 2008°
hGFAP-Cre Tg(GFAP-cre)25Mes sistema nervioso central 50% (8 de 16) 17% (7 de 42) Zhang, 20137
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keratinK5-Cre Tg(KRTS-cre)5132Jlj piel y epitelio estratificado
keratocan-cre Tg(Kera-cre)KC4.3Wwk k itos comea 100% (20 de 20) 38-60%" Weng, 2008°
PB-Cred Tg(Pbsncre)d4Prb epitelio de préstata 100% (20 de 20) 0% Birbach, 2013°
Pvalb-2A-cre Pvalbtm!-t(eroAse gabaérgicas PVA+ <5% 50-100%" Kobayashi, 2013'
| Rgs9 cre RgsgimticaNa neuronas estriado 93% (27 de 29) 14% (5 de 36) | Liput, 2018""
nota en Jax (linea 007742), de
SMMHCCrefetGP Tg(Myh11-cre-EFGP)2Mik | musculo liso. (miocitos vasculares) 100% 99.4%-100%" Lange W.J., 20082
SynCre Tg(Syn1-cre)671Jxm b 0% (0 de 26) 63% (26 de 40) | Rempe, 2006'
ThIRESCre Themt(elTe células catecolaminérgicas 100% <20% Lindeberg, 2004
Tie2-cre Tg(Tek-cre)12Flv endotelio 100% 0% de Lange, 2008
a-MyHC Tg(aMyHC-Cre)1Sch diomiocito 14.7% (21 de 142) Eckardt, 2004'5
Emx1-cre Tg(Emx1-cre)1lto p éfalo 36% Zeller, 2008'¢
nestin-cre Tg(Nes-cre)1Anl sistema nervioso 28,6% (4 de 14) Zhang, 20137
Pcp2-cre (L7Cre) Tg(L7/Pcp2-Cre)1Mey células de Purkinje 5% Tsai, 20127
RIP-cre Tg(Ins2-Cre)23Herr células B pancreéticas 0.7% Spinelli, 2015
[Sertere SlcBadim!(cror neuronas inérgicas 100% Lam DD, 2011
Imagen suministrada por la autoria
Cuando sélo uno de los sexos esta afectado, el problema se cre* gen'/! 3
puede evitar planteando una estrategia de cruce correcta, g:::i:;
—_—

consistente en utilizar como portador de Cre exclusivamente el
sexo no afectado. Cuando ambos sexos estan afectados el
problema no se puede eliminar completamente, pero al menos si
se puede minimizar escogiendo el progenitor que conlleva
menor tasa de expresién germinal. Un caso extremo es la linea
Cathepsin-cre, utilizada para producir mutantes condicionales en
osteoclastos. En un estudio posterior’, se demostré que el
promotor de catepsina enddégeno es activo tanto en oocitos
como en espermatozoides maduros, llegando los autores a
cuestionar los resultados previos generados con esta linea y a
sugerir la necesidad de buscar una alternativa para obtener
modelos condicionales especificos de osteoclasto. No es un caso
Unico, enlaTabla 1 se recogen otras lineas con expresion fuerte de
Creenlos gametos de ambos sexos.

Un hecho que a priori puede sorprender es que la presencia
del alelo recombinado es independiente de que el gameto
resultante sea portador o no de Cre. Esto ocurre cuando Cre actua
en los precursores germinales diploides antes de completar la
primera meiosis. Durante las divisiones posteriores, el gen (ya en
su forma recombinada) y Cre pueden segregar, pudiendo ser
heredados de formaindependiente el unodel otro (ver Figura 1).

5 diiict i
Precursor germinal diploide 1# division meidtica

Cre
w Alelo fl (floxeado)
8 Alelo del (delecionado)

¥ .
o @ @

cre* gen®!

22 divisién meidtica

cre” gende!
Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- La forma recombinada de un gen puede estar presente en
gametos que no han heredado Cre.

CASO Il: CRE PRESENTE EN LOS GAMETOS CON
RECOMBINACION POST-FECUNDACION

En el caso | hemos visto que la delecién germinal sélo puede
producirse cuando coexisten Cre y el gen floxeado en el mismo
progenitor. Sin embargo, se han documentado casos en los que se
produce una recombinacién global inesperada que afecta a todas
las células de un organismoincluso aunque no exista coexistencia
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de Crey flox en las células germinales de los progenitores. Uno de
los primeros casos descritos fue la linea CAG-cre”, pero el efecto se
ha observado en otras lineas, tales como VASA-cre”, PB-Cre4’,
Sox2cre” Tie2 y SMMHC-cre” 0 K5Cre lineas 5132 y 4806°, siempre
asociado a Cre de origen materno. El mecanismopropuesto en la
mayoria de los casos es la persistencia en el citoplasma del oocito
de Cre en forma de mRNA o proteina (esto ultimo se ha
demostrado mediante inmunofluorescencia).

Este fendbmeno se produce casi exclusivamente en Cre de
origen materno por las caracteristicas especiales de la oogénesis.
Durante la formacion del oocito, las divisiones son asimétricas y el
oocito maduro retiene casi todo el contenido citoplasmatico de la
célula precursora. Ademas, se ha comprobado que tras la
fecundacion el embrion utiliza casi exclusivamente los mRNAs y
proteinas acumulados en el oocito, mientras que la contribucion
paterna se cifie al aporte de contenido genético™. A pesar de ello,
existe un ejemplo de recombinacién post-fecundacion en Cre de
origen paterno. Segun la informaciéon que acompana la
descripcion de las lineas Jax 006954 y 018980 (ratones VASA-cre
dedistinto fondo genético), se ha detectado este efecto tambiéna
partir de los espermatozoides, aunque es un evento raro, de
naturaleza desconocida, que solamente aparece al cruzar con
determinadas lineas floxeadas y sobre todo afecta a machos de
unaciertaedad.

Comoocurre en el caso |, este efecto es independiente de que
elembrionresultante sea portadoronode Cre.

El porcentaje de embriones afectados depende de cada linea,
variando desde ser un evento poco frecuente a afectar a la
totalidad de la descendencia, como ocurre con la linea CAG-Cre
citadaanteriormente.

Otra cuestion distinta es el porcentaje de células afectadas. En
el caso | la delecion esta presente en la totalidad de las células de
los individuos afectados porque la recombinacion tiene lugar
antes de la fecundacién. Sin embargo, en las lineas que se han
descrito en el caso Il puede que la recombinacién no afecte al
100% de las células. Podria ocurrir que, aunque Cre esté presente
en el oocito, la recombinaciéon no fuera inmediata tras la
fecundacion. En ocasiones la actividad se retrasa y afecta sélo a
uno de los blastémeros del embrién. En ese caso, obtendremos
individuos mosaicos en los que se observard un patrén
parcheado, con células afectadas formando islotes en todos los
tejidos. El porcentaje de células afectadas puede ser variable
incluso entre individuos de la misma camada. Andreas Birbach
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cuantificé el numero de células positivas para GFP en las crias
procedentes de cruces entre hembras PB-Cre4 y machos reporter
CAG-LSL-GFP. De los 15 animales analizados, 3 expresaban GFP
soloen 1-20% de las células estudiadas, otros 5 tenian el 20-40%
de células afectadas, 4 expresaban GFP en el 40-60% de sus
célulasy s6lo 2 tenian GFP en el 100% de sus células’.

CASO Ill: EXPRESION DE CRE DURANTE EL DESARROLLO
EMBRIONARIO

Durante el desarrollo embrionario, muchos promotores se
expresan de manera transitoria en localizaciones distintas de su
patrén de expresion definitivo en tejido adulto. Como ya hemos
comentado, debido a la irreversibilidad de la recombinacion, esta
actividad fugaz de Cre quedara fijada de forma permanente,
provocando la presencia de alelos recombinados en tipos
celularesinesperados.

En cuanto al porcentaje de células afectadas por la
recombinacion, dependera del estadio embrionario en el que se
activa la recombinasa. Cuanto mds temprana sea la expresion de
Cre (porejemplo en las primeras divisiones), mayor serd el nimero
de células y/o tejidos afectados. Esta delecion inespecifica parcial
coexistird con la delecién correcta en el tejido diana, y a diferencia
deloscasoslyll, este efecto solo afectard aanimales Cre positivos.

Curiosamente, el patron de recombinacion también puede
verse afectado por el origen paterno o materno de Cre. Es el caso
de la linea Ella-cre (Tg(Ella-cre)C5379Lmgd), una linea muy
utilizada que expresa Cre en los primeros estadios embrionarios.
Cuando se cruza una hembra Ella-cre con un macho R26R-lacZ, la
descendencia presenta actividad galactosidasa intensa en todos
los tejidos analizados. Cuando el sexo de los progenitores se
invierte, existe actividad en todos los tejidos, pero limitada a unas
pocas células (patrén parcheado) debido posiblemente a un
retraso en la actividad Cre durante las primeras divisiones del
embrién'.

Una activacion transitoria de un promotor en algiin momento
del desarrollo embrionario es la causa de recombinacion
inesperada en células que comparten precursores comunes. Por
ejemplo, la proteina &cida fibrilar de glia (GAFP) se utiliza
rutinariamente como marcador especifico de glia porque en
tejido adulto se expresa fuertemente en astrocitos y no en
neuronas. Sin embargo, durante el desarrollo este promotor es
activo en células no gliales, incluyendo un amplio rango de
progenitores neuronales, lo que invalida el uso de GFAP-cre para
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conseguir KO condicionales de glia. Esto mismo ocurre en otros
promotores™.

Por ultimo, esimportante destacar que los casos|, Iy lllno son
excluyentesy podrian producirse simultédneamente, complicando
aun mas lainterpretacion de los resultados obtenidos.

DISCUSION

La herramienta Cre/Lox ha revolucionado el campo de la
investigacién biomédica y su utilidad es incuestionable. Sin
embargo, para hacer un buen uso de ella hay que conocer todos
los posibles problemas que pueden aparecer con el fin de
detectarlos mediante los controles adecuados y evitarlos en lo
posible.

Es muy recomendable hacer una buena revision de los
trabajos publicados en los que se haya usado la linea Cre
que nos interesa. En la base de datos de Jax
(www.informatics.jax.org/home/recombinase) podemos
encontrar informacién muy util, tanto del articulo original en el
que se describe por primera vez la linea, como un listado de
referencias en las que se ha utilizado esa linea en concreto, algo
que no siempre es sencillo haciendo una busqueda bibliografica
habitual, porque existe cierta duplicidad en los nombre de las
lineas Cre. Ademads, en la descripcion de la linea pueden aparecer
anotaciones no publicadas acerca de su usoy el sistema de cruce
S6ptimo.

Cuanto mas utilizada haya sido una linea Cre, mas
probabilidades hay de que este tipo de actividades inesperadas
hayan sido descritas con anterioridad. Sin embargo, la ausencia de
problemas reportados no siempre es garantia de que no los
vayamos a encontrar en nuestro sistema. La mayoria de las lineas
que aparecen en laTabla 1 son de uso frecuente, pero en algunos
casos los problemas tardaron aflos en detectarse.

{Como pudo haber pasado desapercibido un fendmeno tan
grave como la recombinacién inespecifica en todas las células del
organismo? Una posible explicacion es que el efecto no se
detectara simplemente porque no se habia previsto, y por lo tanto
no se habian realizado los controles pertinentes. En algunos casos
las alarmas saltaron cuando empezaron a aparecer casos de
genotipos inexplicables a partir de los genotipos de los
progenitores. En otros casos el detonante es la apariciéon de
fenotipos inesperados, mayoritariamente asociados a la
expresion generalizada de genes indicadores facilmente
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detectables, como por ejemplo GFP, o con fenotipos llamativos,
como por ejemplo el aumento de la aparicién de tumores por
inactivacion de un gen supresor como el Pten.

Sin embargo, en la mayoria de los casos el fenotipo por
recombinacién global no es tan evidente y por eso puede pasar
desapercibido si no se incluyen los controles adecuados. Desde
hace algunos anos, son muchas las voces que inciden en la
necesidad de incluir la deteccién sistematica del alelo
recombinado como parte de la estrategia general de genotipado,
tal y como Song y Palmiter recogen en una excelente revision
sobre el uso del sistema Cre/loxP”.

Otra posibilidad es que el efecto inespecifico no haya sido
descrito con anterioridad, simplemente, porque no se haya dado
el caso. La eficiencia de la recombinacién mediada por Cre no es
igual para todos los elementos loxP. Desde hace tiempo se sabe
que la tasa de recombinacion es inversamente proporcional a la
distancia que separa los dos loxP. Otros factores que pueden
condicionar la eficiencia son la configuracion genética del locus
en donde se situan los loxP, las secuencias inmediatamente
adyacentes a ellos e incluso el estado de metilacion. Por tanto,
podria darse el caso que la especificidad sea perfecta para una
combinacién Cre/loxP concreta, pero aparezca actividad
inesperada cuando la misma linea Cre se cruza con otro gen
floxeado masaccesible.

PAUTAS A SEGUIR PARA EVITAR EFECTOS INESPERADOS

1. Mantener las lineas Cre y flox por separado siempre que se
pueda.

2. Incluir la deteccion del alelo recombinado en el genotipado
detodoslosanimales.

3. Revisar la bibliografia y la informacién contenida en bases de
datosdelineasCre.

4. Plantear una buena estrategia de cruce basandose en
informacion previa sobre la linea Cre y llevar un registro
sistematico de los cruces para poder rastrear las causas si
aparecen efectos inesperados. Esta informacidon deberia
incluirse en la seccién de materiales y métodos de los
articulos.



http://www.informatics.jax.org/home/recombinase
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Por ultimo, otro factor para tener en cuenta es que la
caracterizaciéninicial de las lineas Cre recién creadas, que se suele
realizar en la descendencia del cruce con una linea reporter (p. Ej.
un animal Cre+ con un animal reporter™). En esta estrategia, la
misma que se utilizé en el estudio de los laboratorios Jax, no existe
coexistencia de Cre con el gen floxeado en las células germinalesy
por lo tanto fallaré en la deteccion de casos de delecion germinal
(caso I). Una estrategia mdas adecuada (aunque mas laboriosa
porque necesita una generacion extra), seria plantear cruces en
los que uno de los progenitores posea tanto Cre como el gen
floxeado, alternando ademas el sexo de los progenitores.
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Protocolo anestésico en modelo porcino de cirugia
laparoscopica para un modelo de entrenamiento en
ginecologia avanzada

Marisa Bernad, Cristina Pastor, Aurora Garcia, Ricardo Pérez, Luis Mdgica, Alicia Arnal

y JavierGomez-Arrue

Servicio de Cirugia Experimental. Centro de Investigacion Biomédica de Aragon

INTRODUCCION

El objetivo de este articulo es explicar un protocolo de
anestesia y analgesia apropiado para un modelo de
entrenamiento de cirugia laparoscopica ginecoldgica en animal
de experimentacion, especificamente en cerdo.

La cirugia laparoscépica es una técnica especializada
“minimamente invasiva” que, a diferencia de la cirugia abierta
tradicional, realiza pequenas incisiones por las que se introduce el
instrumental necesario para el desarrollo del procedimiento
propuesto. Para realizar esta técnica es necesario un
adiestramiento previo mediante pelvitrainers o simuladores
laparoscopicos sobre patrones experimentales como el latex o
tejidos orgdnicos, siendo muy utiles estos dispositivos para
adquirir la habilidad quirdrgica necesaria que permita efectuar las
diferentes maniobras quirdrgicas entre las que destaca la sutura
endoscopica como la de mayor complejidad técnica'. Una vez
adquiridas dichas habilidades, en el modelo no bioldgico, se debe
completar el entrenamiento realizando los procedimientos
quirtrgicos en modelo de animal vivo.

CONSIDERACIONES ANESTESICAS EN MODELOS
LAPAROSCOPICOS GINECOLOGICOS

Consideraciones previas del paciente

Los animales utilizados en este modelo de entrenamiento son
hembras de porcino de hasta 50 kg de peso (ver secciéon
Animales). Antes de cualquier procedimiento anestésico
debemos de comprobar que el animal presenta un buen estado
de salud o en caso de modelos de enfermedad un estado general
aceptabley estabilizado.

Consideraciones del procedimiento quirtirgico que se va a
realizar

Mediante este procedimiento se pretende mostrar el método
para aprender, mantener o mejorar procedimientos quirdrgicos
ginecoldgicos en un modelo animal a través de entrenamientos
especificos cada vez con mayor nivel de dificultad, necesarios para
el correcto desarrollo de la subespecialidad ginecoldgica en la
que se trabaje: oncologia, suelo pélvico y/o patologia orgénica
compleja. Las técnicas quirdrgicas a realizar y practicar en el
modelo son: anexectomia, histerectomia radical, diseccién del
retroperitoneo pélvico con linfadenectomia, colposacropexia,
diseccion ureteral, diseccion del hilio renal (nefrectomia), manejo
de complicaciones uroldgicas, manejo de complicaciones
vasculares y hieroscopia. Por tanto, los aspectos que deberemos
teneren cuenta antes de laanestesia seran los referidos ala cirugia
en si misma y las relativas a la realizacion del acto quirdrgico
mediante laparoscopia.

Las consideraciones referidas al acto quirdrgico en si
principalmente seran la duracién del procedimiento quirtrgicoy
el nivel de entrenamiento de la persona que lo realiza, el riesgo de
hemorragias y el dolor quirdrgico provocado. Ademas,
deberemos considerar aquellas debidas al procedimiento
laparoscopico en si. El cerdo, se colocara en la mesa de quiréfano
(ver Figura 1) en decubito supino (dorsal), si bien, dependiendo de
la técnica quirdrgica a realizar, serd necesario emplear la posicion
de Trendelemburg para desplazar cranealmente el paquete
intestinal.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Se puede apreciar al cerdo en la mesa quirtrgica durante el
procedimiento quirurgico.
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El nimero y posicion de los trécares dependerd del tipo de
intervencion a realizar, siendo la més frecuente la colocacion de 4-
5 trocares de los cuales uno se destinard a la 6ptica y los otros 3-4
para el instrumental. El nimero y didmetro de los trécares serd: 1°
y 2°de 10-11 mm uno en posicion supraumbilical y el otro en el
mismo ombligo; los restantes, 39, 4° y 5°, con un didmetro de 5
mm, se colocaran en ambos flancos por fuera de las mamilas a la
altura del ombligo, quedando el 5° colocado en el lado del
cirujano, a unos 5 cm aproximadamente por debajo del trocar
situado en el flanco superior*® (ver Figuras 2y 3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Detalle de la sefalizacién para la colocacién de trocares para la
cirugia laparoscépica en unade lasintervenciones.

Imagen suministrada por la autoria

Figura3.- Colocaciondelostrocaresdurante unade lasintervenciones.

Se procederd a generar un neumoperitoneo mediante la
insuflacion de CO, comenzando por 2 L/min y llegando a una
presion no superior a 10-12 mm/Hg. Debemos anticipar las
posibles complicaciones producidas por el neumoperitoneo,
siendo la mas frecuente el enfisema subcutdneo o mediastinico,
que se produce cuando los trécares no atraviesan completamente
las capas mucosas, muscular y peritoneal, ocasionando una
diseccion entre las diversas capas. Otras posibles complicaciones,
menos frecuentes, son el neumotorax, la hipoxemia, el
embolismo por CO, el colapso cardiovascular y las arritmias
cardiacas™.

Consideraciones para tener en cuenta en un procedimiento
anestésico (cualquier anestesia con modelos porcinos)

Para la anestesia de estos animales tendremos presentes las
posibles situaciones clinicas que se puedan plantear en cualquier
anestesia general: la hipoventilacion, la hipoxemia y la hipoxia, la
hipotension, la hipotermiay la bradicardia.

En el caso particular de la anestesia de cerdos siempre
tendremos presente la posible aparicion de hipertermia (maligna
0 no) y los signos clinicos que se produciran como consecuencia
del aumento de la temperatura. Otra consideracion para tener en
cuenta es la dificultad para la intubacion por diversos motivos:
nivel de experiencia del anestesista; alteraciones morfoldgicas de
las estructuras cervicales y laringeas del animal; y la falta de
recursos y equipamiento adecuados, como la pala del
laringoscopio (longitud adecuada) o el didmetro y tipo del tubo
para intubacion endotraqueal. Siempre deberiamos anticipar
posibles problemas y deberiamos de contar con alternativas a la
intubacién estandarizada en el centro. Tener a nuestra disposicién
un kit de urgencia de traqueotomia es una opcién, pero
tendremos que estar familiarizados con esta técnica, bien sea
realizando una apertura de los anillos traqueales propiamente
dichos, o por medio de una cricotiroidectomia.

PROTOCOLO ANESTESICOY ANALGESICO (verTabla 1)

Tabla 1.- Resumendel protocolo anestésicoy analgésico utilizado.

Protocolo anestésico y analgésico utilizado

Preanestesia Tiletamina-zolacepam (4 mg/kg; Zoletil®) +
Dexmedetomidina (7,5 pg/kg; Dexdomitor®)
IM.

Induccidn anestésica 1.

Propofol (1 mg/kg o a dosis efecto;
Propofol Lipuro 20 mg/ml).
2. ylo induccién con mascarilla y sevoflurano

(3-4% vol; Sevorane®).
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Protocolo anestésico y analgésico utilizado

Mantenimiento anestésico Sevoflurano al 1,9-2% vol.

Analgesia intraoperatoria Fentanilo (bolo inicial 5 ug/kg + CRI 5 ug/kg/h;
Fentanest®).

Ringer Lactato y/o cloruro sédico 0,9% a 5-8
ml/kg/h.

Eutanasia (inyeccion de cloruro potasico

Fluidoterapia

Finalizacion procedimiento
intravenoso - dosis >1 mEq/kg).

Imagen suministrada por la autoria

Animales

Los animales utilizados en este modelo de entrenamiento son
cerdos hembras (Sus scrofa), cruce comercial de razas hibridas x
Pietrain, provenientes de integradoras que suministran animales
no especificamente criados y destinados a experimentacion
animal. Estos cerdos suelen tener un peso corporal entre 35-50 kg.
Tras ser recibidos y alojados en las instalaciones de cirugia
experimental del CIBA (Centro de Investigacion Biomédica de
Aragén) los animales se someten a un periodo de aclimatacién
antes del procedimiento de al menos 7 dias. Los animales son
estabulados en boxes individuales de acuerdo con las medidas
exigidas en el RD 53/2013 (medidas de 1340x1500x1100 mm;
longitud x anchura x altura respectivamente). Dichos boxes son
modulables pudiendo unirse entre si para, en su caso, alojar
animales agrupados. Siempre que sea posible se agruparan los
cerdos del mismo proyecto, edad similar y dia de procedimiento.
En los boxes siempre se introducen elementos de
enriquecimiento ambiental: botellas de plastico, pelotas de goma
dura antiestrés, etc., para que puedan jugar. Los animales, durante
el periodo de aclimatacion, se alimentan con pienso compuesto
granulado (P-08 GS, Agroveco) y agua ad libitum. El sistema de
bebida es automatico mediante chupetes.

Preanestesia

12 horas antes de comenzar el procedimiento anestésico se
retira el pienso de los comederos permitiendo a los animales acceso
ilimitado a la bebida. La premedicacién se realiza mediante una
inmovilizacién quimica por medio de una combinaciéon de
tiletamina-zolacepam (dosis 4 mg/Kg; Zoletil®) y dexmedetomidina
(dosis 7,5 pg/kg; Dexdomitor®) administrada por via intramuscular
(IM). Actualmente, no usamos anticolinérgicos (p. Ej. atropina) en
nuestros protocolos anestésicos puesto que el riesgo de
secreciones tanto bronquiales como salivares en el cerdo es
minimo vy, los efectos secundarios de la atropina no justifican en
este modelo la necesidad de su utilizacion. Una vez inmovilizado
quimicamente el animal y transportado al area de quiréfano
procedemos a cateterizar una vena lateral de la oreja (ver Figura 4)
al mismo tiempo que comenzamos la preoxigenacion.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura4.- Canulacion de la vena lateral de la oreja para la administracion
de anestésicosy analgésicos.

Induccion anestésica

Después de 3 minutos realizando una preoxigenacién con
mascarilla, a 3 L/m de O,, se procede a la intubacién orotraqueal
bajo lainmovilizaciéon quimica profunda, previamente realizada. En
el caso de que sélo con la premedicacién no se pueda realizar la
intubacién de los animales, utilizaremos propofol (dosis 1 mg/Kg
viaintravenosa (IV) o adosis efecto; Propofol Lipuro® 20 mg/mL) y/o
induccion directa con mascarilla con sevoflurano (Sevorane® 3-4%
vol; 100% liquido parainhalacion del vapor).

Mantenimiento anestésico

El mantenimiento anestésico se realiza con sevoflurano al 1,9-
2% vol. (vaporizador; médulo de dosificacion DIVA con sistema de
seguridad Quik Fil para Sevoflurano, Draguer®) y mezcla de
oxigeno-aire medicinal resultando en fracciones inspiratoria (Fi) de
75% de O,. La Fi que utilizamos en la anestesia de este modelo
porcino es de 0,75 con el objetivo de reducir las atelectasias
pulmonares.

Analgesiaintraoperatoria

La analgesia para este modelo de entrenamiento se realiza
mediante la administracion de fentanilo, iniciandola con dosis
inicial en bolo de 5 pg/kg para seguir con una infusién continua
(dosis 5 pg/kg/h; Fentanest®) mediante bomba (Sistema de Bomba
dejeringa deinfusién Perfusor®Space, Braun) (ver Figura 5).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura5.- Detalle de una de las bombas de Infusion utilizadas para
administracion de fentanilo.

Ventilacion mecanica

Todos los animales, de este modelo de entrenamiento, son
mantenidos con ventilaciéon controlada mecanica mediante un
modo ventilatorio de volumen control y autoflow (modo
ventilatorio CMV-AF; maquina ventilatoria Zeus, Infinity
Empowered, Drager®) y mediante un sistema reinhalatorio, circular
y cerrado (ver Figura 5). Los pardmetros prefijados inicialmente,
para este modo de ventilacion, corresponden a un volumen
corriente (VT de 10-15 mL/kg) y una frecuencia respiratoria de 10-
12rpm.Se determina una presion limite de 20-30cm H,0.

Fluidoterapia

La normovolemia se mantiene mediante fluidos administrando
una solucion de Ringer Lactato (Viaflo Hartmann Ringer lactada,
Baxter) y/o cloruro sédico 0,9% (Viaflo cloruro sédico 0,9% solucion
para perfusion, Baxter) a unflujo de infusion de 5-8 ml/kg/h.

Monitorizacion anestésica

Se emplea un monitor multiparamétrico asociado al ventilador
(monitor de la Zeus, Infinity C500 y C700; Drdger®). La
monitorizacion cardiovascular se realiza mediante ECG de tres
derivaciones, presiones arteriales no invasivas (NIBP),
pulsioximetria y frecuencia de pulso. Se monitoriza la capnografia y
los valores inspirados y espirados de CO, y agente anestésico
inhalatorio. A nivel ventilatorio se monitorizan las curvas volumen-
presién, flujo-tiempo, presion-tiempo, volumen-tiempo vy, la
temperatura mediante sonda de temperatura esofagica (ver
Figuras 6 y 7). Ademas, se mantiene la temperatura corporal del
animal utilizando una manta de agua circulante (T/Pump
profesional Eickemeyer, Gaymar®).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 6.- Monitorizacion hemodinamica y ventilatoria. Equipo de
anestesia con maquina de anestesia, ventilador y monitor
integrados. Modelo ZEUS Infinity Empowered (Drager®).
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Imagen suministrada por la autoria

Figura7- Detalle de la pantalla del monitor de seguimiento de datos
hemodindmicos y respiratorios durante una de las
intervenciones.
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Finalizacion del procedimiento

entran dentro de los procedimientos a término y son eutanasiados
de forma humanitaria al final del procedimiento. Para ello, y bajo un
profundo nivel de anestesia, se administra una inyeccion de cloruro
potdasico intravenoso (dosis >1 mEqg/kg) y se verifica bajo
monitorizacion el cese de laactividad cardiovasculary respiratoria.
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El test de la natacion forzada a debate
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INTRODUCCION

El uso de modelos animales ha permitido avanzar en la
comprension de la fisiologia de diversas enfermedades humanas,
y ha jugado un papel critico en la evaluacion de la eficacia y
seguridad de nuevos tratamientos'.

Un modelo es una representacion simple de un sistema
complejo’ y debe parecerse a la condicién humana a estudiar en
varios aspectos que incluyen (a) similitud en el perfil de signos
(validez aparente), (b) mejora o atenuacion de los mismos
mediante tratamientos efectivos en los humanos (validez
predictiva), (c) aparicion de los signos mediante los mismos
eventos que los provocan en los trastornos humanos (validez
etioldgica), e (d) implicacion de procesos neuroquimicos similares
(validezde constructo)’.

Se han generado numerosos modelos animales de depresién
utilizando diferentes paradigmas. Algunos han utilizado variables
orgénicas como la genética, la edad o el sexo, o variables
experimentales tales como antecedentes o eventos de la vida
temprana. Otros se han generado utilizando diversos paradigmas
de estresores, como el tipo de estresor; estresores procesales
versus sistémicos; o caracteristicas del estresor; controlabilidad,
previsibilidad, ambigiiedad, cronicidad o intermitencia’.

Anivel conductual, la prueba mas ampliamente utilizadaenla
fenotipacion de modelos murinos de depresion ha sido el Test de
la Natacion Forzada (TNF). Este test se basa en la observacion de
que cuando un roedor se expone al agua, después de un
comportamiento inicial intenso dirigido a escapar, como nadar
y/o escalar, deja de luchar y muestra un comportamiento pasivo
inmovil (ver Figura 1). Se cree que la inmovilidad refleja la
incapacidad de persistir en el comportamiento de escape
después del estrés (es decir, la desesperacion conductual) o el
desarrollo de un comportamiento pasivo que desconecta al
animal de las formas activas de afrontamiento del estrés.
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A su vez, se ha demostrado que una amplia gama de
tratamientos antidepresivos, entre ellos la fluoxetina, reducen el
tiempo de inmovilidad, aumentando durante la prueba
comportamientos de escape activo’.

Natacion Escalada

Inmovilidad

b

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Conductas que presentan los roedores durante la realizacion
del Test de la Natacion Forzada. Adaptado de Nasi Medeot,
2017°.

Sin embargo, hay autores que exponen que lainmovilidad no
refleja depresion, sino que es una conducta adaptativa aprendida.
Segun este planteamiento, la fuerza impulsora detras del cambio
observado a la inmovilidad; es decir, de afrontamiento activo a
pasivo, en el TNF no es la depresion o la desesperacion, sino la
cognicién que promueve la adaptacién conductual y la
supervivencia. Asi, el TNF puede usarse para diseccionar las vias
moleculares y los circuitos neuronales que subyacen a la
adquisicion, retencién y terminaciéon de la respuesta de
inmovilidad bajo las condiciones estresantes de natacion forzada.
Segun estos autores utilizar el tiempo de inmovilidad es un
modelo métrico antropomérfico eincorrecto’.

El grupo pro-derechos de los animales PETA (People for the
Ethical Treatment of Animals) quiere que el Instituto Nacional de
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Salud Mental (NIMH, del inglés National Institute of Mental Health)
de los Estados Unidos deje de apoyar proyectos de investigacion
que utilicen el TNF. Sin embargo, desde el NIMH se sigue
considerando que la prueba es crucial en ciertas investigaciones y
seguird financiando los proyectos. Aun y todo, la campana de
PETA encaja con la creciente preocupacién de los cientificos por la
calidad de datos producidos por el TNF. De hecho, las principales
compaiias farmacéuticas como Roche, Janssen y AbbVie han
dejado de utilizarlo’.

Actualmente, los investigadores se estan planteando que el
refinamiento en muchos experimentos se puede lograr desde un
enfoque etoldgico del disefio y la realizacion de los
experimentos’.

En este sentido el uso del Test de Preferencia de Sacarosa (TPS)
parece una opcion menos cruenta. Este test mide la anhedonia,
que es la incapacidad de experimentar el placer de actividades
gratificantes o agradables y es un sintoma central de la depresion
en los humanos. EITPS estd basado en un paradigma de eleccion
de dos botellas, una con agua y otra con agua y sacarosa. Una
reduccion en la ingesta de sacarosa de los animales sometidos a
estrés con el fin de provocar depresiénindicaanhedonia’.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso central (SNC), formado por la médulay el
cerebro, supone uno de los grandes retos desde el punto de vista
histoldgico por las grandes diferencias que existen entre las
distintas especies. Ademas, muchas de las enfermedades
neuroldgicas, asicomo sustancias toxicas o ambientales, afectan a
regiones neuroanatémicas concretas que deben de ser
reconocidas y localizadas en los modelos utilizados, ya sean
espontaneos, inducidos o modificados genéticamente. Como
ejemplo, el Alzheimer afecta principalmente a la corteza cerebral
mientras que en el Parkinson es la sustancia nigra, con lo que
ambas zonas deben poder ser localizadas en cerebros de
roedores, mucho mas simples en cuanto a morfologia y funcién
quelos humanos'.

En este articulo, queremos hacer una descripcion
comparativa entre dos técnicas que se estan utilizando en
nuestras instalaciones de roedores para poner de manifiesto
lesiones en el sistema nervioso central. En concreto, vamos a
comparar varias secciones histolégicas de cerebro de ratén con
las imagenes obtenidas mediante resonancia magnética nuclear
(RMN). Para ello, hemos elegido el corte axial, que es el mas
utilizado sobre todo en estudios de toxicologia, y hemos optado
por hacer secciones a cuatro niveles.

RECOMENDACIONES PARA LA RECOGIDA, PROCESADO Y
TALLADO DEL CEREBRO

El cerebro debe ser extraido lo mas cuidadosamente posible
una vez abierta la cavidad craneal para preservar la fragil
consistencia de este tejido la conservacion de las meninges puede
ayudarnos a este propésito. Una vez fuera, la fijacion se realiza por
inmersion en un 10% de formalina tamponada.
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Esta fijacion permite conservar las estructuras cerebrales de
una manera aceptable y supone un ahorro considerable de
tiempo respecto a la fijacion mediante perfusion, sobre todo sien
el estudio se incluye un numero de animales elevado.
Recordemos que el volumen de fijador con respecto al volumen
del tejido debe ser al menos 10:1 para que lafijacion sea correcta.
No obstante, si se van a realizar estudios de neurologia mas
especificos puede ser necesario tener que optar por la perfusion,
teniendo en cuenta la posibilidad de que puedan aparecer
artefactos si no se realiza de una manera correcta’.

La formalina tamponada al 10% contiene aproximadamente
un 3,7% de formaldehido y permite la realizacion de andlisis de
inmunohistoquimica, hibridacion in situ, etc. En cambio, este
medio suele contener alrededor de un 15% de metanol, pudiendo
dar lugar a artefactos como la vacuolizacién de las células o la
retraccion vascular; circunstancias que no quitan su validez como
fijador si el patdlogo que realiza la valoracion tiene experiencia en
analizar el SNC. También se puede utilizar paraformaldehido (de
mayor pureza al no contener metanol), pero cuya solucién debe
hacerse en el momento de utilizarse’.

Los tejidos deben fijarse al menos entre 18 y 24 horas antes de
ser tallados. Sobre este tallado, en la mayoria de las instituciones
se realizan entre 3 y 8 secciones, aunque en algunos casos llegan
hasta 60. La recomendacion de la Society of Toxicology Pathology
esrealizar al menos 7 secciones’. La orientacién de los cortes suele
ser axial (secciones transversales) incluyendo el cerebro
completo. Los puntos en los que se realizan los cortes se toman
teniendo en cuenta determinadas estructuras macroscopicas de
la base del cerebro para conseguir que las secciones sean lo mas
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homélogas posibles. En el caso de tener que realizar un elevado
numero de secciones, existen moldes para cerebro de ratay ratén
queincluyen las cuchillas a una distancia prefijada.

En nuestro caso, hemos realizado 4 cortes que se han incluido
en un solo casete de parafina, siguiendo recomendaciones para el
tallado de tejidos publicadas previamente®. Consideramos que
ésta podria ser la opcion mas utilizada de forma general en un
centro de investigacién a la hora de hacer un cribado de lesiones.
Por otro lado, al incluir todo el cerebro en un bloque de parafina, si
se sospecha la lesion en otras éreas, siempre se podran hacer
nuevos cortes de ese mismo bloque para poder visualizar
regiones cerebralesintermedias.

El primer corte se realiza a nivel del quiasma del nervio dptico;
el segundo, en la zona del hipocampo; el tercero, en la region del
puente; y el cuarto, y ultimo, en la mitad del cerebelo incluyendo
también la médula oblongata (ver Figura 1). Los I6bulos olfatorios,
por sufragilidad, suelen ser procesados in situ dentro de la cavidad
craneal, sobre todo si la ruta de administracion es la intranasal o
inhalatoria.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Tallado del cerebro adulto de ratén. En laimagen de la derecha
se muestra una vision ventral completa del 6rgano antes de
realizar las cuatro secciones transversales indicadas mediante
lineas horizontales en color negro. En la parte izquierda se
muestran las secciones talladas tras su procesado histoldgico
en nuestros cuatro niveles de estudio (modificado de Rao et al.,
2014).
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Posteriormente, las muestras siguen el procesado tradicional
con inclusién en bloques de parafina, corte de secciones en
microtomo a 4 micras, y tincién con hematoxilina-eosina para
poner en evidencia la existencia o no de lesiones. También se
pueden utilizar algunas tinciones histoldgicas especificas del SNC
como el luxol fast-blue que nos permitiria ver la existencia de
desmielinizacién, o, adicionalmente, un gran nimero de técnicas
deinmunohistoquimica para diversos marcadores.

IMAGENES DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
CEREBRO DE RATON

La imagen por resonancia magnética (IRM) es una técnica
tomogréfica basada en laresonancia magnética nuclear (RMN). En
laactualidad, laIRM es una de las herramientas mas potentes para
el estudio in vivo de multitud de procesos fisiolégicos y
fisiopatoldgicos. Las principales ventajas que ofrece la IRM son la
ausencia de efectos nocivos conocidos al no utilizar radiaciones
ionizantes; la amplia versatilidad para el manejo del contraste
(tanto intrinseco coémo extrinseco) y la capacidad multiplanar,
pues permite la obtencion de imagenes de planos en cualquier
orientacién espacial.

La RMN es un fenémeno fisico por el cual los elementos que
tengan momento magnético (propiedad cuantica intrinseca de
los hadrones asociada a la capacidad de girar sobre si mismo en
torno a un eje) pueden absorber selectivamente energia de
radiofrecuencias al ser colocados bajo un potente campo
magnético. En teoria, se puede obtener una imagen por
resonancia magnética de cualquier nticleo que tenga momento
magnético nuclear o “espin”; sin embargo, en IRM de sistemas
biolégicos, el nucleo de interés es generalmente el nucleo de
hidrégeno ('H) debido a su abundancia natural.

Si consideramos la muestra, en nuestro caso un ratén, con un
numero N de protones donde todos ellos estan orientados
aleatoriamente en todas las direcciones, no observaremos una
magnetizacion neta. En cambio, cuando el ratén se coloca en el
seno de un potente campo magnético, los espines orientados
paralelamente a él estardn en un estado de mayor energia y por
tanto tendremos una magnetizacion macroscépica neta
orientada paralela al campo magnético, que sera proporcional al
nimero de protones contenidos en el volumen del animal.

Para poder medir la magnetizacién macroscépica resultante
esnecesarioaplicar un pulso de radiofrecuencia, de maneraquela
magnetizacion gire a un plano transversal (pulso de excitacion).




Tinciones y tejido

Cuando este pulso cesa, la magnetizacion oscilante inducird una
corriente en una bobina receptora y habremos detectado la sefal
deRMN.

Las diferencias quimicas en los entornos moleculares de esos
protones, asi como la abundancia de estos y la gran variedad de
pulsos de excitacion; hacen posible que detectemos informacion
anatomica, funcional y molecular de los 6rganos y tejidos del
animal. Esto nos permite diferenciar entre tejidos que en otros
sistemas de imagen presentan poco contraste, como son los
tejidos blandos y de ahi suimportancia en el estudio del SNC".

Para la obtencién de las imdgenes presentadas en este
articulo se ha utilizado el equipo de Imagen y Espectroscopia de
Resonancia Magnética de alto campo in vivo TM 70/20 USR (7
Teslas) con una Criosonda de IRM de Bruker Biospec
pertenecientes ala Universidad de Granada.

El uso de la criosonda hace que aumente la relacién
sefal/ruido del campo magnético del equipoy, por tanto, permite
ver estructuras mas pequefas con mayor sensibilidad. Aqui se
muestra el cerebro de un ratén con una resolucion de 78 x 78 um
enelplano.

Los ratones se mantienen anestesiados durante toda la
exploracion (isoflorano ~1,5% en aire), y la frecuencia respiratoria,
asi como la temperatura corporal, son monitorizadas en tiempo
real.

SECCIONES CEREBRALES

Siguiendo las secciones a los diferentes niveles mencionadas
previamente, realizaremos una descripcién basica destacando las
funciones asociadas a dichas édreas y su significacion en
determinados procesos vitales.

Nivel 1

El nivel 1 (ver Figura 2) esta tomado 1-2 mm por delante del
quiasma optico e incluye varias dreas corticales (cortex fronto-
parietal, cértex cingulado y cortex piriforme) y ganglios basales
como el nucleo caudado-putamen (cuerpo estriado), el nucleo
septal, elaccumbens, la comisura anteriory el cuerpo calloso.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Principales estructuras anatémicas del nivel 1 del cerebro
murino adulto. A. Mosaico obtenido por yuxtaposicion de
variasimagenes microscopicas con objetivo de 4x. Se muestran
las siglas de las principales estructuras anatémicas visibles en la
seccion histoldgica (vid infra). B. Imagen equivalente obtenida
por resonancia magnética nuclear en un ratén anestesiado. C.
Detalle del recuadro 1 en A (4x). D. Detalle del recuadro 2 en A
(4x). Siglas utilizadas: CFP, cortex fronto-parietal; CCg, cortex
cingulado; CC, cuerpo calloso; VL, ventriculos laterales; CPu,
ntcleo caudado-putamen; NAc, nucleo accumbens; y CPi,
cortex piriforme.

La corteza cerebral o cértex esta formada por el conjunto de
células que recubren la superficie del cerebro. La parte fronto-
parietal participa en las funciones motoras (cértex frontal) y
somatosensoriales (cértex parietal), recibiendo las sefiales de los
receptores mecanicos y de la propiocepcion cutanea y de las
vibrisas. El cértex cingulado se relaciona con el aprendizaje
espacial y el retraso en la respuesta, mientras que el cortex
piriforme representa el area olfativa del cerebro.

Otra parte importante a este nivel es el nucleo caudado-
putamen que, en conjunto, se denomina cuerpo estriado. Recibe
las fibras nerviosas desde la corteza y también desde la sustancia
nigra. Regula el movimiento, con lo que se ve afectado en
enfermedades como el Parkinson y la enfermedad de
Huntington’. El nicleo accumbens, que se encuentra en posicién
ventral al cuerpo estriado, juega un papel importante en las
adiccionesyen lasensacion de miedo.

Los dos hemisferios cerebrales estan unidos por el cuerpo
calloso, la comisura hipocampal y la comisura anterior. El cuerpo
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calloso, formado por los axones neuronales, integra la actividad
neuronal entre los dos hemisferios cerebrales. Su lesion parece
estar asociada a desordenes psiquiatricos como el sindrome
bipolar, las migrafiasy ladepresién en humanos’.

Nivel 2

En el nivel 2 (ver Figura 3) nos encontramos la continuacion de
la corteza cerebral del nivel 1y, ademas, estructuras como el
hipocampo, el tdlamo, el hipotalamoy laamigdala.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Principales estructuras anatémicas del nivel 2 del cerebro
murino adulto. A. Mosaico obtenido por yuxtaposicion de
variasimagenes microscopicas con objetivo de 4x. Se muestran
las siglas de las principales estructuras anatémicas visibles en la
seccion histoldgica (vid infra). B. Imagen equivalente obtenida
por resonancia magnética nuclear en un ratén anestesiado. C.
Detalle del recuadro 1 en A (4x). D. Detalle del recuadro 2 en A
(4x). Siglas utilizadas: CFP, cortex fronto-parietal; CRe, cértex
retroesplénico; CAu, cortex auditivo; CA, cuernos de Amén del
hipocampo (regiones CA1, CA2 y CA3); GD, giro dentado del
hipocampo; NH, nucleo habenular;y A, amigdala.

En el hipocampo tienen lugar los procesos de aprendizaje y
memoria, relaciondndose también con el origen de la epilepsia 'y
con los primeros cambios histopatolégicos del Alzheimer.
Anatémicamente, se compone de los cuernos de Amon
(subdivididos en tres regiones CA1, CA2 y CA3) y el giro dentado,
siendo este Ultimo uno de los pocos sitios del cerebro donde
parece ser que puede existir neurogénesis en adultos’.

Eltdlamo constituye la puerta de entrada del sentido del tacto
y la propiocepciéon desde la médula hasta la corteza parietal.
También esta conectado con el cerebelo para controlar la funcion
motora.
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El nucleo habenular parece una estructura bien conservada
en todos los mamiferos. Estd localizado dorsalmente al tdlamo y
se encarga de procesar la sensacién de dolor, comportamiento
reproductivo, nutricional, ciclos de suefo-vigilia, respuesta al
estrésy actividades de aprendizaje’.

El hipotdlamo (ventral al tdlamo) esta implicado en
mecanismos de homeostasis como: la funcién cardiovascular, los
ritmos hormonales y circadianos, comida, bebida, suefo o
termorregulacion.

Finalmente, la amigdala estd conectada con muchas otras
areas cerebrales y juega un papel importante en el miedo, la
ansiedady ladepresion'.

Nivel 3

En el nivel 3 (ver Figura 4), la region cortical incluye la parte
mas dorsal hasta la ventral, la corteza visual (occipital), la corteza
auditiva (temporal) y la corteza entorrinal. En la parte central,
desde la parte mas dorsal a la mas ventral, encontramos los
coliculos superiores, los ntcleos geniculados, el nucleo rafe y la
sustancianigra.

= W )
Imagen suministrada por la autoria

Figura4.- Principales estructuras anatémicas del nivel 3 del cerebro
murino adulto. A. Mosaico obtenido por yuxtaposicién de
variasimdagenes microscépicas con objetivo de 4x. Se muestran
las siglas de las principales estructuras anatémicas visibles en la
seccion histoldgica (vid infra). B. Imagen equivalente obtenida
por resonancia magnética nuclear en un ratén anestesiado. C.
Detalle del recuadro 1 en A (4x). D. Detalle del recuadro 2 en A
(4x). Siglas utilizadas: CV, cortex visual; CAu, cortex auditivo; CE,
cortex entorrinal; CoSup; coliculos superiores; NGM, nucleo
geniculado medial; GD, Giro dentado; NR, nucleo rafe; SN,
sustancia nigra;y PC, pedtinculos cerebrales.
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El coliculo superior juega un papel importante en la atencion
visual y en el control del movimiento de los ojos (mds importante
en otras especies como peces y pajaros); mientras que el nucleo
geniculado lateral se encarga de recibir la informacién visual
desde las células ganglionares de la retina y transmitirla a la
corteza visual. El nucleo geniculado medial transmite la
informaciéon auditiva desde el coliculo inferior a la corteza
auditiva. Forma parte del mantenimiento de laatencion.

El ndcleo rafe es el centro serotoninérgico del cerebro a partir
del cual la serotonina llega a la parte anterior del cerebro. Esta
formado por un conjunto de nticleos que se proyectan craneal y
caudalmente. Dado el papel de la serotonina en el apetito, ciclos
de vigilia/suefo o ansiedad, se ha convertido en un centro diana
de muchos farmacos de ensayo en humanos”.

La sustancia nigra que, pese a su nombre, no contiene
neuromelanina en roedores ocupa la parte mas ventral de este
nivel. Estd formada principalmente por neuronas
dopaminérgicas, que son las alteradas en enfermedades
neurodegenerativas (Parkinson y Huntington), al igual que forma
parte de los comportamientos adictivos. Ventralmente a la
sustancia nigra estan los pedunculos cerebrales que transmiten la
informacion motora desde el tdlamo al cerebeloy la médula.

Nivel 4

En el nivel 4 (ver Figura 5) encontramos dorsalmente el
cerebelo, anatémicamente compuesto por diferentes |6bulos
(vermis, I6bulos ansiformes y parafloculares entre otros).
Histoldgicamente, cada uno de sus Iébulos esta formado por 3
capas celulares: la capa molecular (con poca densidad celular), la
capa de células de Purkinje (con su gran soma triangular y arbol
dendritico dirigido hacia la capa molecular) y la capa granular (de
neuronas pequenas) que es la mas profunda (ver inserto en Figura
5Q). La principal funcién del cerebelo es la motora y su lesion
produce sintomas en este sentido; pero también, cambios en su
estructura se han asociado en humanos a desérdenes de atencién
e hiperactividad” y, en ratas, a comportamientos de
hiperactividad'.
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Figura 5.- Principales estructuras anatémicas del nivel 4 del cerebro
murino adulto. A. Mosaico obtenido por yuxtaposicion de
variasimagenes microscopicas con objetivo de 4x. Se muestran
las siglas de las principales estructuras anatémicas visibles en la
seccion histoldgica (vid infra). B. Imagen equivalente obtenida
por resonancia magnética nuclear en un ratén anestesiado. C-
F. Detalles de los recuadros 1-4, respectivamente, en A (4x).
Inserto en C, detalle de las capas celulares del cerebelo (40x) en
una seccion tenida con azul de toluidina. Siglas utilizadas: V,
vermis del cerebelo; LA, l6bulo ansiforme del cerebelo; LPF,
l6bulo paraflocular; CM, capa molecular; CPu, capa de células
de Purkinje; CG, capa granular; NV, nucleos vestibulares; PC,
plexos coroideos; NCo, nuicleo coclear; TET, tracto espinal del
nervio trigémino; NFa, ntcleo facial; y TP, tractos piramidales.

Debajo del cerebelo se encuentra el complejo vestibular
formado por varios nucleos y cuya principal funcién es el
mantenimiento del equilibrio. Los nucleos cocleares localizados
dorsolateralmente a la médula oblongata son el primer punto de
entrada del nervio auditivo en el sistema nervioso. A su vez, el
nucleo facial estd compuesto por nervios motores que controlan
los musculos superficiales de la cabeza y cuello. Por ultimo, el
tracto espinal del nervio trigémino conduce las terminaciones
aferentes de laregion oftalmica, mandibulary maxilar.
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Plan Nacional de Biocustodia

Oscar Gonzalez Lopez

Bidlogo, Técnico drea NCB-3 Servicios Nucleus, Universidad de Salamanca

Siempre que trabajamos con agentes biolégicos tenemos (o
deberiamos tener) en cuenta el concepto de bioseguridad; sin
embargo, hay otro término muy relacionado que muchas veces se
desconoce o no se le da tanta importancia: la biocustodia (o
bioproteccion). Grosso modo, mientras que la bioseguridad trata de
proteger a las personas de los agentes biolégicos, la biocustodia
protege a los agentes bioldgicos de las personas, es decir, previene
suuso malintencionado.

Desde la aparicion del ser humano (y muchos hominidos
anteriores) se lleva desarrollando la tecnologia armamentistica y las
enfermedades han sido parte de esta batalla desde hace milenios
como muestran grabados y escritos de civilizaciones antiguas
usando los cadaveres de enfermos para luchar contra sus enemigos
mucho antes de conocer la etiologia de dichas enfermedades.
Como con el resto de las tecnologias armamentisticas, las armas
bioldgicas han sido investigadas y optimizadas hasta haber sido
utilizadas como armas de destruccion masiva en numerosas
guerras. Sin embargo, debido a su peligrosidad, capacidad de
dispersion (mas de una vez han causado casi las mismas bajas a
quien las utilizan que al enemigo) y la falta de especificidad siendo
en muchos casos usadas sobre la poblacién civil, en 1972 se
prohibié internacionalmente su uso mediante la Convencion sobre
la Prohibicion del Desarrollo, la Produccion y el Aimacenamiento de
Armas Bioldgicas y Toxinicas; lo que, en principio, deberia limitar su
uso a ataques terroristas.

Ademas de los patégenos o toxinas que pueden ser usados
como armas, existen agentes biolégicos que pueden ser usados
para sabotaje industrial, destruccién de cultivos e incluso contra la
economia de un pais. Todos recordamos el gran bloqueo a la
exportacion de productos porcinos que hubo en Espana durante
casi tres décadas, tras la entrada de la Peste Porcina Africana en
1958; imaginense lo que podria provocar el robo de un solo vial de
este virus del Centro Europeo de Referencia para el estudio de la
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Peste Porcina Africana, situado a menos de 50 km del centro de
Madrid (CISA-INIA), y su dispersion malintencionada entre la
cabana ganadera.

La biocustodia también consta de otro aspecto quizds menos
visible pero igual de peligroso, que es el control del acceso a la
informacion. En 2013, tras una censura inicial y contra la opinion de
una parte de la comunidad cientifica, se publicaron en detalle en la
revista Science las 5 mutaciones que conferian al virus de la gripe
H5N1 (extremadamente mortal en aves) la capacidad de
transmitirse entre mamiferos, lo que generé un gran revuelo
debido a la facilidad y el bajo coste que supondria realizar esas 5
mutaciones usando las herramientas genéticas actuales.Y es que la
informacion en si puede ser muy peligrosa si cae en manos de la
persona equivocada; en muchos centros, ésta se encuentra en un
ordenador controlado por un Windows XP desactualizado y sin mas
proteccién gue la version gratuita de Avast.

En 2001, una semana después de los atentados de las Torres
Gemelas, se produjo otro ataque terrorista en EE. UU. mediante el
envio de cartas que contenian esporas de Bacillus anthracis
(Carbunco/Antrax) que, como después se supo, pertenecian a una
cepa sustraida del laboratorio de méaximo Nivel de Contencion
Bioldgica (NCB4) Fort Detrick. Este hecho hizo que las politicas de
vigilancia y control de patégenos (biocustodia) empezaran a ser
tenidas en cuenta de manera mds seria, en especial en los
laboratorios de alto nivel de contencién. Algunos paises,
preocupados por lo ocurrido, desarrollaron de inmediato leyes que
obligaban a los centros, que manejasen agentes bioldgicos, a llevar
a cabo medidas que aseguraran la biocustodia de los mismos.

En Espafa (como vamos un poco a nuestro ritmo y derivado de
la Estrategia de Seguridad Nacional de 2013), se ha aprobado en
enero de este afo el primer Plan Nacional de Biocustodia que,
debido a diversas causas, seguramente tardarad en adoptarse e
imponerse.
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i{Debemos entonces preocuparnos por la presencia de
patégenos sin una Ley de Biocustodia adecuada? No, desde hace
anos la legislacion espanola sobre bioseguridad ha quedado escasa
y obsoleta (el RD 664/97 ha cumplido ya 22 aiitos); sin embargo, las
instalaciones en las que se manejan agentes biolégicos peligrosos
cuentan con profesionales de Bioseguridad que van mas alla de la
legislacion espariola e implantan, a titulo particular, las medidas de
bioseguridad y biocustodia internacionalmente aceptadas.

El Plan Nacional de Biocustodia pretende asegurar que las
instalaciones en las que se trabaja con agentes biol6gicos
relevantes, cuenten con unas medidas de control de stocks que se
adecuen al nivel de peligrosidad de dichos agentes bioldgicos; y
para ello, se creara una Comisién Nacional de Biocustodia que sera
el Organismo Interministerial que lleve a cabo: el seguimiento y
control de la adopcién del Plan desarrollando la normativa
accesoria necesaria, la supervision del cumplimiento de dicha
normativa en las instalaciones, y la verificacion de las actividades
llevadas a cabo en las mismas con los agentes bioldgicos.

Para ello, el primer objetivo es crear un inventario a escala
nacional. EI RD 664/97 hasta ahora obligaba a notificar la utilizacion
por primera vez de agentes bioldgicos de grupo de riesgo 2,304 a
la autoridad laboral de cada Comunidad Auténoma, detallando las
medidas de bioseguridad adoptadas para trabajar de manera
segura con dicho agente; sin embargo, en muchas comunidades la
autoridad laboral no esté ligada a los servicios de Prevencion de
Riesgos Laborales y por lo tanto no se lleva a cabo un seguimiento
ni una evaluacion exhaustiva de estas medidas. La Comision
Nacional de Biocustodia recopilara informes de cualquier agente
bioldgico peligroso para el ser humano, animales o vegetales;
detallando su peligrosidad, almacenamiento, cantidad, uso
(investigacion, diagndstico...) y las medidas de custodia que se
adecuen al nivel de peligrosidad de cada agente bioldgico,
proporcionando o denegando la habilitacién de seguridad
necesaria para trabajar con estos agentes, y supervisando siempre
el cumplimiento de dichas medidas. Como organismo del Sistema
de Seguridad Nacional, analizara la informacion recabada de la Red
de Laboratorios de Alerta Bioldgica (RE-LAB) y colaborara con las
Fuerzas y Cuerpos de Seguridad en la creacion de planes de
proteccion fisica de las instalaciones contra sabotajes, ataques
terroristas y en el desarrollo de planes de actuacién ante
emergencias bioldgicas. Asi mismo, se controlard el acceso
restringido del personal a los agentes bioldgicos relevantes (ya lo
exigia el RD 664/97 para los del grupo de riesgo 3 y 4) y supervisara

S

los sistemas de control para prevenir sustracciones o uso indebido
del material biol6gico presente en las instalaciones.

Otro de los puntos donde actuara la Comision Nacional de
Biocustodia serd en el transporte de agentes bioldgicos, haciendo
obligatorio declarar dicho transporte cumpliendo con las
normativas de transporte de mercancias peligrosas (ADR o IATA),
detallando las entidades emisoras y receptoras de éste. También
desarrollara una normativa especifica para la custodia de muestras
durante su transporte; en ella, los transportistas deberan poseer
una habilitacion de seguridad que otorguen las Fuerzas y Cuerpos
de Seguridad, los cuales controlaran los itinerarios y planes de
contingencia y emergencia que formaran parte del protocolo de
transporte.

Como antes mencionamos, la biocustodia también contempla
la proteccion de aspectos intangibles como es la informacion
acerca de los agentes bioldgicos. Por ello, se exigira a todas las
instalaciones declaradas informes periddicos sobre los resultados
parciales de las investigaciones, con el fin de detectar un potencial
“doble uso’; experimentos de“ganancia de funcién”o cualquier otra
actividad peligrosa, y se estableceran cédigos de conducta y
confidencialidad para el personal con acceso a agentes biolégicos
relevantes.

Por ultimo, y aunque no lo parezca, una de las funciones mas
importantes que tendra la Comision Nacional de Biocustodia sera
desarrollar actividades de concienciacion, educacion, movilizacion
y formacion de los actores implicados en la biocustodia. Para llevar
a cabo esta tarea, estoy seguro de que muchos profesionales de la
Asociacién Espaiola de Bioseguridad (AEBioS) estaran encantados
de aportar su experiencia, ya que la misién principal de nuestra
asociacion es difundir los conocimientos sobre la bioseguridad.

Con la aplicacién del Plan Nacional de Biocustodia, parece que
por fin daremos un gran paso hacia la regulaciéon de la tenencia de
agentes bioldgicos y se dificultara su uso con fines de terrorismo o
sabotaje, cumpliendo asi lo firmado en la Convencion sobre la
Prohibiciéon del Desarrollo, la Produccion y el Almacenamiento de
Armas Bioldgicas y Toxinicas. El gran punto a favor de la correcta
aplicacion del plan es la creacion y dotacion con suficientes medios
aun organismo de expertos que sea responsable del seguimiento a
nivel nacional. Sin embargo, hasta que no se empiece a aplicar no
sabremos lo estricta que serd la normativa que se desarrolle y si
harén un férreo seguimiento de las actividades llevadas a cabo en
nuestras instalaciones.




ABSLab

BIBLIOGRAFIA
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Pruebas para el vaciado gastrico en cerdos

Sara Puy, Alba Boldo y Dolores C. Garcia Olmo

Centre de Recerca Experimental Biomédica Aplicada (CREBA), IRBLIeida

INDICIO

El aztcar granulado (aztcar de mesa) puede ser util para el
vaciado gastrico necesario en procedimientos de endoscopia
digestivaen cerdos.

INTRODUCCION

Los procedimientos de endoscopia digestiva son frecuentes
en el modelo porcino, tanto para proyectos de investigacion,
como para el adiestramiento de médicos digestélogos. Estas
practicas formativas son frecuentes, ya que acortan
notablemente la curva de aprendizaje de los profesionales, lo que
repercute directamente en la calidad de la asistencia sanitaria.

Para el personal técnico y veterinario, la mayor dificultad en la
preparacién de los cerdos para maniobras de endoscopia
digestiva es lograr un vaciado gastrico completo, tanto por la
morfologia interna del estdmago (repliegues de la mucosa, ver
Figura 1), como por la variabilidad individual de la propia especie e
incluso por determinadas patologias que pueden ser subclinicas
(porejemplo, Lawsoniaintracellularis).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Imdgenes endoscopicas del estbmago de cerdos tras 12 horas
de ayuno. A. Repliegues de la mucosa gastrica. B y C.
Estdmagos con vaciado gastrico 6ptimo. D y E. Estémagos con
mal vaciado gastrico. F. Estdmago de un animal afectado por
Lawsonia intracellularis, en el que el vaciado gastrico fue
imposible.
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OBJETIVO DE LA PRUEBA

Encontrar un método que contribuya al vaciado gastrico, sin
tener que aumentar el tiempo deayuno (12 horas).

ANIMALES Y METODOS

Se incluyeron 38 cerdas, hibridos comerciales, con un rango
de peso de 26-47 kg, que se utilizaron para actividades docentes
de endoscopia médica. En el momento de la endoscopia no
habian sido sometidos aintervenciones previas.

Manejo dietético

El manejo dietético fue igual para todos los animales.
Habitualmente, suministramos pienso granulado comercial para
cerdos (Cerdas gestantes, Agrovilanova S.L., Vilanova de la Barca,
Lérida) en una cantidad equivalente al 3% del peso vivo de los
animales. Dos dias antes del procedimiento se les disminuyé a un
2%y por ultimo se realizé un ayuno de 12 horas, que coincidia con
las horas de oscuridad. Se eliminé la fruta (manzanas y peras) de la
dieta, y se eliminaron también los elementos de enriquecimiento
que pudieran mordisqueary accidentalmente ingerir.

A 16 animales se aplico sélo esta pauta dietética, sin otros
tratamientos posteriores. A otros 2 se les ofrecié un pufiado de
azlcar (equivalente a 100 g aproximadamente) en la zona de
estabulacion, antes de la premedicacién anestésica (ver Figura 2).
Engeneral, loingirieron rdpidamente.

Tras administrar los anestésicos para la sedacion, y una vez
perdido el reflejo de estacion se trasladaron al prequiréfano,
donde se preoxigenaron y lavaron. Una vez en el quiréfano se
valor6 el contenido gastrico, en primer lugar, mediante sondaje
esofagicoy, seguidamente, con gastroscopia.
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Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Imagenes de cerdos comiendo azuicar.

Manejo farmacolégico

Se probaron diversos tratamientos, todos ellos sugeridos por
facultativos de Medicina Humana, ya que se utilizan en pacientes:

- Metoclopramida (n=14): administramos 0,4 mg/kg por via
intramuscular. En 12 animales se hizo antes de la
premedicacion anestésica,y en 2inmediatamente después.

- Eritromicina (n=1): administramos 3 mg/kg por via
intravenosa, 20-30 minutos antes de laintervencion.

- Polietilenglicol (macrogol, n=>5): administramos Moviprep®
(Norgine Ltd., Mid Glamorgan, Reino Unido), la tarde anterior,
por via oral mezclado con un litro de agua, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

RESULTADOS Y COMENTARIOS

En los animales en que sdlo se realizaba ayuno, la respuesta
fue heterogénea: algunas veces daban buenos resultados y otras
era imposible realizar un buen vaciado gastrico, lo que pudo ser
debido a la variabilidad individual, aunque también a patologias
subclinicas. De los 16 animales evaluados, 12 (75%) tuvieron un
vaciado 6ptimo (ver Figura 1). En los 4 en los que no se consiguio,
los procedimientos no pudieron realizarse de la forma deseada.

La administraciéon de metoclopramida parecié asociarse con
complicaciones cardiorrespiratorias cuando se administraba

después de la sedacidon preanestésica (que incluia
benzodiacepinas, ketamina, agonistas alfa-2 y atropina),
posiblemente debido a que la metoclopramida es un antagonista
mutuo con anticolinérgicos y derivados de la morfina. Asi, cuando
los trasladdbamos a quiréfano se produjeron bradicardias e
hipocapnias, que pensamos que pudieron estar motivadas por
esas interacciones. Los animales se tuvieron que tratar mediante
maniobras de reanimacion cardiopulmonar.

Cuando la metoclopramida se administré previamente a la
sedacién, no aparecieron estas complicaciones. De los 14
animales realizados sélo hubo dos en los que hubo mal vaciado,
en los otros 12 (86%) los resultados fueron satisfactorios (ver
Figura1).

La eritromicina se administré6 20-30 minutos antes del
procedimiento. Al cabo de pocos minutos de la administracion
salid contenido por la sonda esofdgica, pero no podemos
asegurar que no fuera efecto del formaco, sino casualidad, ya que
sélo hicimos un animal. Abandonamos esta linea para evitar el uso
innecesario de antibidticos.

El polietilenglicol (macrogol) no pudo administrarse de la
forma indicada, ya que el comportamiento nervioso y
atolondrado de los cerdos, impidié la ingesta de las cantidades
indicadas, y en la mayoria de las ocasiones gran parte del
producto terminé desperdiciandose. Asi, en condiciones de
estabulacion y manejo habituales (sin protocolos especiales), no
pudo registrarse la cantidad ingerida por cada individuo. No
obstante, de los cinco animales tratados, en 4 (80%) se obtuvo el
resultado esperado, y sélo uno dio problemas en el vaciado
gastrico mostrando presencia de contenidoimposible de aspirar.

Durante toda esta parte del estudio, se detecté Lawsonia
intracellularis en algunos de los animales de la colonia, por lo que
parte de los casos con vaciado deficiente pudieron estar
asociados a este patégeno (ver Figura 1).

El consumo de aztcar dio un resultado éptimo en los dos
animales en los que se probd, encontrando la mucosa gastrica
completamente limpia en la mayor parte de la superficie, atin con
los pliegues gastricos. Este método se aplicé después a otros 26
animales sometidos a eco-endoscopia en un modelo de
dilatacion biliar, y el contenido gastrico también fue éptimo para
la maniobra endoscépica. Sin embargo, puesto que estos
animales partian de un estado patoldgico, no podemos asegurar
que el resultado conseguido fuera Unicamente por el azucar.
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En definitiva, hemos adoptado la ingesta de azticar de mesa
en nuestros protocolos de preparacion de cerdos para
endoscopia gastrica, ya que ademds de parecer eficaz en el
vaciado gastrico, tiene grandes ventajas: es de bajo coste y
accesible en comercios convencionales, produce un aporte de
glucosa que favorece el mantenimiento anestésico tras un ayuno,
y no interacciona con otros farmacos administrados durante el
protocolo anestésico. No obstante, se debe tener en cuenta que
puede interferir en estudios metabdlicos, o en los que se
determinen los niveles de glucosa en sangre, por la hiperglucemia
puntual que produce.

Creemos que lo ideal seria que esta ingesta tuviera lugar 20-
30 minutos antes de la intervencién, aunque en nuestro caso no
siempre hubo esa antelacion.

Indicios

Este espacio estd 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 o sustentar mediante el método cientifico.

FORMATO

Maximo de 1.000 palabras y dosiméagenes, con dos apartados
basicos:

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

Podéis enviar las propuestas a Lola Garcia Olmo
dgarcia@creballeida.org.
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Breve descripcion profesional

Licenciado en Ciencias Quimicas por la Universidad de
Valencia y Doctor en Ciencias Quimicas por la Universitat Jaume |
de Castellon. He participado en cargos de Gestion Universitaria
tales como Secretario de Facultad, Secretario de la Comision de
Doctorado, Vicerrector adjunto, Vicerrector de Relaciones
Internacionales y, en la actualidad, Vicerrector de Investigacién e
Innovacion, formando parte del Consejo de Gobierno de la
Universidad Miguel Hernandez (UMH). Actualmente, presido la
Comision de Directrices de la Rama de Ciencias, la Comisién de
Investigacién y el Organo Evaluador de Proyectos de la UMH
(habilitado para la evaluacion de proyectos en animales de
experimentacién por la autoridad competente de la CCVV).
También he ocupado cargos de gestion en la Sociedad Espafiola
de Arcillas (SEA) y soy evaluador de la ANEP (Agencia Nacional de
Evaluacién y Prospectiva) en el drea de Ciencias de la Tierra y
Medio Ambiente.

He realizado varias estancias de corta-media duraciéon en
centros nacionales e internacionales. Dichas estancias en centros
de investigacion han contribuido a mi formacién personal y a
fomentar relaciones de colaboraciéon con grupos nacionales e
internacionales. He publicado mas de 180 articulos en revistas
cientificas. He participado como investigador principal o
miembro del grupo de investigacion en 67 proyectos: 34
proyectos de investigacion y ayudas [+D (Unién Europea,
Ministerios, Comunidad Auténoma, etc.) y 33 contratos de
investigacion con empresas y/o administraciones. Soy miembro
de las siguientes sociedades cientificas: Sociedad Espariola de
Ciencias del Suelo, Real Sociedad Espafola de Quimica, Grupo
Especializado en Cristalografia y Crecimiento Cristalino, Sociedad
Espafola de Arcillas y Asociacion Espafola de Cientificos.
También soy miembro del Working Group on Soil Research in the
frame of the development of EU Soil Policy (European Commission).

Antes de esta entrevista, ;conocia la Sociedad Espaiiola para
laCienciadel Animal de Laboratorio (SECAL)?

Si, por supuesto. SECAL es la sociedad mas destacada en el
ambito del animal de laboratorio en Espaia.

{Como definiria la Universidad Miguel Hernandez y qué
aspectos destacariadeellaeninvestigacion?

La Universidad Miguel Herndndez de Elche es una
universidad joven e intensamente investigadora, estando
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siempre situada entre las 10 Universidades espafolas mas
productivas en investigacion en los diferentes rankings. Estamos
trabajando para lograr, en 2019, el sello de excelencia en recursos
humanos en investigacion, mejorando de forma significativa las
condiciones de trabajo y empleo para los investigadores, y
haciendo mas atractiva la carrera investigadora en nuestra
institucion. Desde la vertiente del desarrollo sostenible y medio
ambiente hemos implementado politicas que nos permiten
ocupar una excelente posicion en el GreenMetric, sin olvidar la
implantacion del programa UMH Saludable.

La Oficina de Investigacion Responsable (OIR) nace como
respuesta a la creciente normativa que regula el desarrollo de los
procedimientos experimentales. El objetivo es doble, ofrecer
garantias de que la actividad investigadora se realiza en un marco
ético, seguro y legal adecuado, y mejorar la calidad de la ciencia
realizada en la UMH. Todo ello colaborando de manera integral y
permanente con los investigadores. La Oficina da soporte
administrativo al Organo Evaluador de Proyectos, que evalla
desde un punto de vista ético-legal los proyectos de investigacion
de la UMH en animales y humanos, sin olvidar las repercusiones
sobre los riesgos laborales y medioambientales. Para la creacién
de la OIR se tomdé como referencia el modelo anglosajon de
Research Compliance Office presente en numerosas universidades
americanas, entre las que destacan Harvard, Stanford y Boston.

Se estan desarrollando muchos esfuerzos en comunicaciony
difusion de la investigacion que estamos realizando en la UMH
desde los ultimos afnos. De hecho, la difusion de la ciencia es
financiada por el vicerrectorado de investigaciéon e innovacion,
pues contamos con un programa propio. Se ha modificado la
Normativa de Evaluacion de la Actividad Investigadora y
Transferencia de conocimiento para reconocer todas las
actividades de divulgacion cientifica. Hemos creado la revista de
divulgacién UMH Sapiens y se han realizado videos
promocionales de nuestros grupos de investigacion y banco de
patentes.

Ademas, somos una de las instituciones adheridas al Acuerdo
de transparencia sobre el uso de animales en experimentacion
cientifica en Espana promovido por COSCE (Confederacion
deSociedades Cientificas de Espana). La gestion de este acuerdo
sellevaacabodesdelaOIR.

Si reserva parte de su tiempo a la investigacion o la docencia,
{quéinvestiga oimparte ahora mismo?
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Mis lineas de investigacion actuales no estan relacionadas
conanimalesy son las siguientes:

- Estudio mineraldgico y fisico quimico del material
particulado atmosférico.

- Incorporacion de residuos de diferentes ambitos en
materiales de construccion.

- Estudio de fases de alta temperatura en materiales cerdmicos
y vitreos.

- Mineralogia de suelos afectados por grandes incendios
forestales.

- Huella de carbono y gases de efecto invernadero. Hemos
captado recientemente fondos procedentes de un proyecto
LIFE en este ambito.

i{Cree que el uso de modelos animales es imprescindible en
investigacion biomédica?

Los cientificos tenemos claro que la investigacion con
animales es un paso fundamental en numerosos estudios. No
obstante, siempre hay que garantizar la idoneidad del uso de
animales para un determinado fin. Nos lo exige la normativa y,
aunque no fuera asi, estamos plenamente concienciados de la
necesidad ética de optimizar el uso de animales mediante la
aplicacion delas 3 erres. Gracias a la investigacion con animales, la
esperanza de vida, practicamente, se ha doblado en un siglo,
desde unos 44 anos en 1900 hasta los casi 83 actuales. Este
aumento se debe a tres motivos principales: a los avances
médicos producidos gracias a la investigacion con animales, a las
mejoras en la alimentacion y a las mejoras en las condiciones
higiénicas.

¢{Qué lineas de investigacion con biomodelos se desarrollan,
actualmente, en la Universidad y qué proyectos nuevos se
plantean?

Muy resumidamente, las lineas de investigacién con animales
enlaUMHsecentranen:

Problemas metabdlicos, como la diabetes.

- Enfermedades neurolégicas, como el Alzheimer, el Parkinson
olaEsclerosis Lateral Amiotrofica (ELA).
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- Enfermedadesoculares.

- Adicciénalasdrogas.

- Diferentestiposde cancer.

- Enfermedadesinfecciosas humanasy animales.

- Enfermedades hepaticas, comolacirrosis.

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

En relacion con la investigacion con animales, la Universidad
cuenta con dos OEBAS (Organos Encargados del Bienestar
Animal) y un OH (Organo Habilitado). Este OH es la Oficina
Evaluadora de Proyectos que, como ya hemos mencionado
anteriormente, evallia desde un punto de vista ético-legal los
proyectos de investigacion de la UMH en animales y humanos, asi
como los riesgos laborales y medioambientales asociados a
dichos proyectos. En breve, ademds, comenzard a evaluar el
cumplimiento en materia de proteccion de datos personales con
laincorporacion al comité de la Delegada de Proteccion de Datos
delaUMH.

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

Al tener clara la necesidad de usar modelos animales para
avanzar en el conocimiento biomédico y la necesidad ética de ser
escrupulosos con las 3 erres’, debemos ser coherentes y disponer
de instalaciones que cumplan con todas las garantias para
proporcionar el maximo bienestar a nuestros animales. En la UMH
tenemos 3 animalarios con buenos recursos humanos y
econdmicos para conseguir este objetivo.

En cuanto a las infraestructuras del campus, ;qué proyectos
hay enrelacion con los animalarios en los préoximos afos?

Recientemente, se han licitado dos nuevos edificios en el
campus de San Juan. El traslado a estos edificios de varios grupos
de investigacion permitird la ampliacién del Servicio de
Experimentacién Animal.

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

Me parece una iniciativa elogiable que deberian abordar
otras sociedades. Una manera muy amena de estar al dia del
mundo del animal de laboratorioy todo lo que le engloba.
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Un modelo
los humanos

EL NOS ESTA AYUDANDO A COMBATIR
LOS ABORTOS POR LISTERIOSIS

Listeria monocytogenes es un patdgeno oportunista transmitido por alimentos
que causan Listeriosis humana y una alta mortalidad, particularmente, en
individuos inmunocomprometidos. Las mujeres embarazadas son mas propensas
aestainfeccion, que ocasiona abortos.

En este ratdon CD1 se investigd, recientemente, la actividad antilisterial de
Lactobacillus brevis, una cepa bacteriana probidtica, obteniéndose unos resultados
muy esperanzadores en cuanto a tratamiento y profilaxis de esta grave infeccion.
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aging of animals, phenotypic evaluations, or surgical manipulations, Charles River can provide you with animals
preconditioned to your parameters and ready for use when they enter your facility.

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

Positive Discovery

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

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

Discover your own positive outcomes
at Envigo today.

envigo.com
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