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EDITORIAL

Ratones

Cuando esta revista vea la luz, habran pasado unas semanas desde la
publicacion del articulo que ha mostrado la eficacia de la vacuna experimental
llevada a cabo por el doctor Mariano Esteban junto con todo su equipo, en el 100%
de los 22 ratones de la linea K18-hACE2. Estos animales han sido suministrados por
los Laboratorios Jackson, los cuales llevan criando esta linea sin descanso desde
comienzos de 2020, cuando se desato la pandemia.

A dia de hoy, y aunque ya se empleen numerosas especies, no podemos negar
que lainvestigacion con ratones es la base fundamental para la curay el tratamiento
de muchas enfermedades. Por lo que no podemos dejar de recordar a Abbie
Lathrop, maestra retirada por problemas de salud, pero una sagaz empresaria, quien
convirtio la habilidad que tenia para la cria de ratones como mascotas—potenciando
aquellos rasgos que los hacian mas valiosos— en la proveedora ideal de ratones para
los estudios cientificos del genetista William Ernest Castle. Estos animales fueron
mantenidos en el Instituto Bussey por C.C. Little, quien en 1929 fundaria los actuales
Laboratorios Jackson. Algunas de las lineas que generé Abbie Lathrop en su granja
deratones todavia se venden.

Abbie Lathrop no se limito soélo a la cria de ratones si no que inici6é también
varios estudios cientificos asentando conexiones entre la genética y el cancer
hereditario.

La historia de Abbie Lathrop daria para un articulo entero, pero valga este
numero de la revista y estas pequenas lineas como homenaje a esos inicios y a esos
ratones gracias a los cuales podemos reafirmarnos en el valor y la necesidad de la
investigacion con animales, cuando no haya unaalternativaaello.
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NOTICIAS

- Presentacion del Tercer Informe del Acuerdo COSCE
de transparencia sobre el uso de animales de
experimentacion cientifica en Espafa (2020).

- Asamblea general ordinaria de la SECAL.

- IXJornada Cientifica de la SECAL.

- Nuevo portal comunitario de FELASA.

- Nuevos Nanocursos.

- iNovedad en la web! Un buscador de los servicios y
productos que ofrecen los socios benefactores.

- Los animales usados para experimentacién en
Espana durante 2019.

ACTUALIDAD

- La modificacion laboratorial de un virus oncolitico,
permite a un nifio superar un cancer de retina.

TECNICAS

- Técnica de perfusion intracardiaca en ratones:
mejorando la bioseguridad y la metodologia.

SEGURIDADEN 5'
- El Sindrome del Trabajador Quemado gana

importancia en la lista de dolencias de la OMS, y en
losanimalarios.

ALCUIDADO

- Técnicas de manejo no aversivo en el ratén.

PANORAMA

- ExpoBioterios Virtual 2020. Organizar un evento
virtual sin renunciar a nada.

Y TU, QUE OPINAS?
- Reproduciendo la sepsis: la importancia del “detalle”.

REPRODUCCIONY GENETICA

- Cuando una puerta se cierra, otra se abre para
compensar.
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A/ ANESTESIAYANALGESIA
- Propuesta de protocolos anestésicos/analgésicos

para rata, raton, hamster y conejo en funcién de la
severidad de los procedimientos.

50 INVITRO

- Alternativas al uso de animales en el estudio de la
diabetes, también durante la gestacional.

&7 BIENESTARANIMAL

- Alojamiento de conejos en el suelo: mejora en el
bienestaranimal y ventajas econémicas.

&/ ABSLAB

- Descontaminacomo puedas.

/2 ENTREVISTA

- Entrevista a Juan Rodriguez Cuesta Consultor
independiente en salud y bienestar animal y
Vicepresidente dela SECAL.

76 UN MODELO AL LADO DE LOS
HUMANOS

- Elcoronavirus causante del sindrome respiratorio
de Oriente Medio (MERS-CoV) es el Unico
coronavirus zoondtico que produce brotes
frecuentes a partir del huésped reservorio
cercano: el dromedario.




Presentacion del Tercer Informe del Acuerdo
COSCE de transparencia sobre el uso de animales
de experimentacién cientifica en Espaia (2020)

Palabras clave: transparencia, COSCE, animales.

El 21 de diciembre se present6 el Tercer Informe del Acuerdo
COSCE de transparencia sobre el uso de animales de
experimentacion cientifica en Espana.

Este acuerdo, impulsado en 2016 por la Confederacion de
Sociedades Cientificas de Espana (COSCE) y en que la SECAL tuvo
un papel activo; es un coédigo voluntario de buenas practicas que,
junto a la legislacion vigente, proporciona un marco para
fomentar actividades de transparencia y comunicacién sobre el
uso de animales en investigacién cientifica. Un total de 140
instituciones, de las que mas del 80% son centros de investigacion
y universidades.

Las instituciones adheridas al acuerdo se comprometen a ser
transparentes sobre cuando, cémo y por qué utilizan animales en
la investigacion; a mejorar la comunicacién con los medios y la
sociedad; a ser proactivos en promover eventos para que la
sociedad conozca la investigacion animal; y a informar
anualmente sobre las actividades realizadas y compartirlas.

Este Informe se presenté a los medios de comunicacién en un
acto virtual (ver Figura 1) inaugurado por Perla Wahnon
-presidenta de la COSCE- en el que han intervenido: Margarita
delVal -coordinadorade laComisién COSCE de Estudio del Usode
Animales en Investigacion Cientifica, vocal de Ciencias de laViday
de la Salud de la Junta de Gobierno de COSCE e Investigadora del
Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa del CSIC y de la
Universidad Auténoma de Madrid-, Javier Guillén -miembro de
la Junta de Gobierno de la European Animal Research Association
(EARA) y director para Europa y Latinoamérica de AAALAC
Internacional-, Lluis Montoliu -investigador del Centro Nacional
de Biotecnologia del CSICy representante de los OPIs (Organismos
Publicos de Investigacién) en la Comision COSCE-, e Isabel Blanco
-presidenta de la SECAL y responsable del Animalario del Centro
Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)-

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Ponentes que han intervenido en la presentacion del informe.
De izquierda a derecha y de arriba a abajo: Albert Concepcién,
Lluis Montoliu, Javier Guillen, Isabel Blanco, Margarita del Val y
PerlaWahnon.

Entrelas principales conclusiones del informe, se destaca que:

1. El nivel de transparencia de las instituciones cientificas en el
usodeanimales paralainvestigaciéon continlaaumentando.

2. Casilamitad delasinstituciones adheridas al Acuerdo COSCE
de transparencia sobre el uso de animales de
experimentacion cientifica en Espafa informan a los medios
de comunicacion sobre el uso de animales en sus
investigaciones.
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3. Cerca del 70% de las entidades ha llevado a cabo alguna
actividad publica relacionada con el uso de animales en
investigacion o tieneintencién de hacerlo.

4. Los modelos animales son fundamentales para el desarrollo
de tratamientos y vacunas para cualquier infeccién y han sido
determinantes en larapidez del desarrollo de la vacuna contra
el SARS-CoV-2.

Tercer Informe COSCE: https://cosce.org/informe-anual-2020-del-
acuerdo-de-transparencia-sobre-el-uso-de-animales-en-
experimentacion-cientifica-en-espana/

- Acuerdo de Transparencia en COSCE: https://cosce.org/acuerdo-de-
transparencia/

EUROPA PRESS - La transparencia en el uso de animales para la
investigacion aumenta en el ultimo ano, segun entidades del Acuerdo
COSCE: https://www.europapress.es/ciencia/noticia-transparencia-
uso-animales-investigacion-aumenta-ultimo-ano-entidades-
acuerdo-cosce-20201221153727.html

SERVIMEDIA - Unos 800.000 animales se usan al ano en Espana para
experimentacién o investigacion: https://www.diariosigloxxi.com
/texto-s/mostrar/392303/unos-800000-animales-usan-ano-espana-
experimentacion-investigacion

EFE/LAVANGUARDIA /EL DIARIO.ES / DIARIO MEDICO - COSCE:sin uso
animales en investigacion, la vacuna habria tardado mucho mas:
https://www.lavanguardia.com/vida/20201221/6139292/cosce-
animales-investigacion-vacuna-habria-tardado-mas.html

Asamblea general ordinaria de la SECAL

Palabras clave: asamblea, SECAL, virtual.

La pandemia por la COVID-19 también ha afectado la
celebracion de la Asamblea General que debia tener lugar
presencialmente en Madrid. Finalmente, se pudo realizar de forma
virtual, el 12 de noviembre de 2020 a las 16:30.

Este fue el ordendel dia:

1. Aprobacién del Acta de la anterior Asamblea General
Ordinaria.

PUBLICA TUS
ARTICULOS EN
NUESTRA REVISTA.

;ESCRIBENOS!

Informe de Presidencia.
Informe de Secretaria.
Informe deTesoreria.
Informe deVocalias.

Ruegosy preguntas.

W
ANIMALES
DE LABORATORIO

dire€cion.revista@secal.es


https://secal.es/
https://cosce.org/informe-anual-2020-del-acuerdo-de-transparencia-sobre-el-uso-de-animales-en-experimentacion-cientifica-en-espana/
https://cosce.org/acuerdo-de-transparencia/
https://www.europapress.es/ciencia/noticia-transparencia-uso-animales-investigacion-aumenta-ultimo-ano-entidades-acuerdo-cosce-20201221153727.html
https://www.diariosigloxxi.com/texto-s/mostrar/392303/unos-800000-animales-usan-ano-espana-experimentacion-investigacion
https://www.lavanguardia.com/vida/20201221/6139292/cosce-animales-investigacion-vacuna-habria-tardado-mas.html

IX Jornada Cientifica de la SECAL

Palabras clave: SECAL, jornada, virtual.

El pasado 16 de diciembre tuvo lugar la IX Jornada Cientifica
de la SECAL marcada por la COVID-19Yy, por primera vez, se realizé
de forma virtual. Esta jornada se realiza de forma bienal y el
formato online de este afo ha permitido la asistencia de gente de
diferentes paises como: Brasil, Ecuador, Argentina, Colombia,
Portugal, Franciao EEUU.

También las inscripciones fueron todo un éxito, con mas de
550 personas registradas.

LaJornada se estructurd en cuatro ponencias:

Inauguracién a cargo de José Maria Orellana, donde
presento la revista Laboratory Animals como patrocinador de la
jornada e impulsor de diferentes iniciativas para el fomento de la
formacion (ver Figura 1).

4

Laboratory Animals Ltd.
y su revista Laboratory Animals

o
Laboratory
Animals

ALY

Imagen suministrada por la autoria

Figura1.- Intervencién de José Maria Orellana, quien presentd la revista
Laboratory Animals como patrocinador de la jornada.

Tras la inauguracion, Garikoitz Azkona (Departamento de
Procesos Psicolégicos Basicos y su Desarrollo - UPV/EHU),

presentd”“Las expresiones faciales y su relaciéon con el bienestar de
los animales” en la que hablé de las expresiones faciales
de los animales, la base neuroldgica de las emociones y
comportamientos, y el andlisis consecuente (ver Figura 2).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Garikoitz Azkona durante su intervencion.

Esto sirvi6 como marco tedrico para introducir el segundo
seminario a cargo de Violeta Solis (Responsable de bienestar
animal en GlaxoSmithKline) “Uso de la escala de expresion facial
de dolor en ratén en ensayos de toxicidad preliminar”y cémo
pueden ser Utiles en el caso concreto del bienestar con las
diferentes metodologias empleadas en la manipulacién de los
animales (ver Figura 3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 3.- Violeta Solis durante su intervencion.



La jornada finalizé con “Técnicas de Imagen Molecular en
Investigacion Oncoldgica” a cargo de Francisca Mulero
(Responsable de la Unidad de Imagen Molecular del CNIO), con
ejemplos de los diferentes tipos de técnicas de imagen sobretodo
invivo,y sualta calidad y resolucién (ver Figura 4).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 4.- Francisca Mulero durante suintervencion.

Agradecemos a los ponentes y a la Vocalia de Comunicacién
(verFigura 5) por la calidad de las presentaciones y el esfuerzo para
hacer posible esta jornada en unano complicado.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Carlos Carnero, vocal de comunicacion de la SECAL, durante su
intervenciéonenlaJornadadelaSECAL.
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¢Te gusta la fotografia?

¢ Haces fotos en el animalario
o te apeteceria hacerlas,
pero no encuentras el momento
ni la justificacion?

¢ Te gustaria ver alguna
de tus fotos en la portada
de nuestra revista?

Estos son los requisitos
que necesitan las imagenes
para convertirse en
FOTOS DE PORTADA:

Formato JPG
Alta resolucion: (al menos) 300 ppp

Orientacion en vertical: 21,4 cm x 28,4 cm

jAnimate y forma parte
de la historiadela .,
revista de la SECAL! /

sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio
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Nuevo portal comunitario de FELASA

Palabras clave: web, FELASA, portal.

La web de FELASA presenta un aspecto totalmente renovado,
con una mejor usabilidad y adaptacion para dispositivos moviles.
Encontramos los contenidos de siempre, como las

recomendaciones de los grupos de trabajo, los cursos acreditados,
los webinars gratuitos o la agenda de eventos y congresos, pero

con unahavegacion masamigable.

@ felasa

About Us  Working Groups  Announcements  Education & Training

A nivel interno, los grupos de trabajo se estructuran en
comunidades, facilitando el trabajo colaborativo. Visita todas
estas novedades en https://felasa.eu/ (ver Figura 1).

Login Q

Board of Management

About us

Announcements
Pactical ouecp
Mmmmhhkmm '
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3Rs — Reduce Reuse Recycle

The new webpage of collection of initiatives, ideas, discussion items etc on the
environmental impact of LAS and how to Reduce, Reuse, Recycle is opened. Please

send your input to felasa@hushmail.com.

Figura 1.- Nueva web de FELASA.

FELASA, the Federation of (European Laboratory Animal Science
Associations, represents common interests in the  furtherance of all
aspects of laboratory animal Science (LAS) in Europe and beyond
Membership is open to LAS associations of nations of Europe

Learn More

[ &}

—
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FELASA Recommendations for Health Management of

Ruminants and Pigs

The FELASA Working Group on the Health and Welfare of Ruminants and Pigs published

their recommendations Open Access CC BY.

13 Nov 2020
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Nuevos Nanocursos

Palabras clave: formacion, SECAL, plataforma.

Con el objetivo de promocionar la formacion continuada, en
2018 la vocalia de formacién de la SECAL realizé un convenio con
Nanocursos. Se trata de una plataforma on-line de la Universidad
Miguel Hernandez que ofrece cursos impartidos por profesionales
en activo con gran experiencia en el sector, de formato corto y

A finales de 2020, el listado de Nanocursos se actualizd
(ver Figura 1), y ya lo podéis consultar en la web https://secal.
es/nanocursos/ clasificado segun la funcién a la que
corresponden. Recordad que, alos socios de la SECAL, se les aplica
unimportante descuento en el precio.

tematicos.

FISIOLOGIA DEL MEDIO FISIOLOGIA DEL SISTEMA
INTERNO, LAS REPRODUCTOR Y

Y EL SISTEMA URINARIO ANIMAL
CARDIOVASCULAR

ANIMAL ®3h0min
®3h0min $19 NanoClases

#19 NanoClases

BIOLOGIA, INICIACION A LA CIRUGIA
REPRODUCCION Y LAPAROSCOPICA
GENETICA DE ROEDORES

®5h0min
®4h0min & 28 NanoClases
19 NanoClases

10N METODOS INCRUENTOS
ETICA, BIENESTAR ANIMAL DE SACRIFICIO
Y LAS «TRES ER
) ®3h0min
®4hOmin $ 13 NanoClases
$ 20 NanoClases

ASPECTOS A TENER EN ASPECTOS A TENER EN
CUENTAEN LA CUENTAEN LA
EXPERIMENTACION EXPERIMENTACION
ANIMAL CON ANIMAL CON RUMIANTES
LAGOMORFOS Y ¥ PORCINO
CARNIVOROS

) ®4h30min
©4hO0min 27 NanoClases
# 23 NanoClases

FISIOLOGIA DEL SISTEMA FISIOLOGIA DEL SISTEMA
DIGESTIVO ¥ NERVIOSO Y LOS
RESPIRATORIO ANIMAL MECANISMOS

SENSORIALES
®3h0min »
$19 NanoClases ®3h0min

$19 NanoClases
INSTALACIONES, . RECONOCIMIENTO DEL
NUTRICION Y PATOLOGIA DOLOR, EL SUFRIMIENTO
DE ROEDORES ¥ LA ANGUSTIA
®4hO0min ®4h0min
& 21 NanoClases & 21 NanoClases
PREVENCION DE RIESGOS RIESGOS LABORALES EN
LABORALESEN _ EL LABORATQRIO DE
EXPERIMENTACION INVESTIGACION
ANIMAL

®3hO0min
®4h0min

# 21 NanoClases

#£15 NanoClases

INTRODUCCION, EL PEZ CEBRA EN
INSTALACIONES Y INVESTIGACION
NUTRICION DE PECES Y

M:"OSDEMM ®3h0Omin
EXPERIMENT $16 NanoClases
®3h30min

£ 21 NanoClases

Figura 1.- Catdlogo delos Nanocursos que puedes encontraren laweb.
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iNovedad en la web! Un buscador de los servicios
y productos que ofrecen los socios benefactores

Palabras clave: SECAL, web, benefactores.

Como novedad, en la web de la SECAL encontraréis un el servicio y/o producto, mostrdndose los socios que los ofrecen
buscador de los servicios y productos que ofrecen nuestros socios con susdatos de contacto.
benefactores (ver Figura 1). En el menu lateral debéis seleccionar

Buscador por servicios / productos

SERVICIOS - PRODUCTOS lecci en el menu izq el servicioop yse los socios que lo
Edaguay Dietas
CAlojamiento (Housing)
Dlanimales [ZOONLAB] prolabor.es RETTENMAIR BERICA @
Ccirugia peilyetinlapiciing Al cngli o0 g
OControl de la contaminacion RETTENMAIER IBERICA
Ocria (Husbandi : -
fa ( ) ZOONLAB GMBH PROLABOR * WEB: wwwisafe-lab.com
[Ouidado Veterinario « Direccién: Castrop-Rauxel « WEB: prolabor.es
[Cuidado y Bienestar animal (Alemania) i :
[CIDiagnéstico Veterinario o Teléfono: +34 / 655763828
CFormacién * E-mail: maria-carmen.viso @
Oinstalaciones zoonlab.de
Dinstrumentos para la o WEB: www.zoonlab.de
investigacion
Otechos
ORecursos de la informacién
. ! - Sodispan. .1 i
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Figura 1.- Buscadordelos servicios y productos que ofrecen los socios benefactores en laweb de la SECAL.

Los animales usados para experimentacion
en Espana durante 2019

Palabras clave: MAPA, animales, estadisticas.

El Ministerio de Agricultura, Pescay Alimentacion (MAPA) publicod Los datos publicados refieren 817.742 usos de animales para
en noviembre los Ultimos datos oficiales de usos de animales en 2019 (ver Figura 1) un 2,2% menos respecto a los reportados en 2018
Espana durante 2019. De acuerdo con la Directiva 2010/63/UE en su (836.096). Es decir, se registran alrededor de ochocientos mil usos de
articulo 54, “los Estados miembros recopilardn y publicardn cada ano animales en Espanaanualmente.

informacién estadistica sobre la utilizacién de animales en
procedimientos, incluidos datos sobre la severidad real de los
procedimientos y sobre el origen y especie de los primates no humanos
utilizados”.
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Figura 1.- Numero total de animales usados porano en Espana desde 2009. Fuente: Lluis Montoliu.

Sobre la finalidad de los usos, mayoritariamente (86%) se destinan a investigacion cientifica, seguidos de usos reglamentarios,

docenciay otros usos, en porcentajes mucho menores.

Finalidades para las que se usan animales 2019

Mantenimiento de colonias
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alterados, no utilizados en
otros procedimientos
4%

Preservacion de especies
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produccién rutinaria
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Figura 2.- Finalidad para la que se usaron los animales durante 2019.

Fuente: MAPA.

La mayor parte de animales que se usan son roedores

(63,5%), seguido de peces (17,3%) y aves (12,4%). Dentro de los
roedores, la especie principal es el ratén, registrandose 460.761
usos (56,4%) durante 2019.Tras estas tres especies, aparecen otras
cuyo uso es importante pero alejado de esos porcentajes: 20.586
conejos (2,52%), 9.410 cerdos (1,15%), 2.261 ovejas (0,28%), 1.463
perros (0,18%), y 1.155 vacas (0,14%). Finalmente, completan los
datos otras especies con usos muy inferiores: 542 gatos (0,07%),
348 cabras (0,04%), 281 équidos (0,03%) y 229 primates no

humanos (0,03%).

Datos completos del informe: https://www.mapa.gob.es/es/
ganaderia/temas/produccion-y-mercados-ganaderos/informede
usodeanimalesen2019_tcm30-550894.pdf

Historico de informes desde 2009: https://www.mapa.gob.es/es/
ganaderia/temas/produccion-y-mercados-ganaderos/bienestanimal/
en-la-investigacion/Informes_y_publicaciones.aspx


https://www.mapa.gob.es/es/ganaderia/temas/produccion-y-mercados-ganaderos/informedeusodeanimalesen2019_tcm30-550894.pdf
https://www.mapa.gob.es/es/ganaderia/temas/produccion-y-mercados-ganaderos/bienestanimal/en-la-investigacion/Informes_y_publicaciones.aspx
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La modificacion Ia_lporatorial de un virus oncolitico,
permite a un niilo superar un cancer de retina

Palabras clave: virus oncolitico, retina, vector viral.

En base a estudios previos en modelos animales, dénde se habia
determinado que este virus ataca y destruye las células cancerigenas
del retinoblastoma o cancer de la retina, un equipo de investigadores
del Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona y de la compania
biotecnolégica VCN Biosciences (empresa de Grifols) ha desarrollado
un tratamiento pionero en el mundo, que ha permitido evitar que un
nifo que ya perdié un ojo a consecuencia de un cancer de la retina
pierda el otroy quede totalmente ciego.

EL RETINOBLASTOMA Y SU TRATAMIENTO HASTA LA
ACTUALIDAD

El retinoblastoma es el tumor ocular mas frecuente en la
poblaciéon infantil, se diagnostican aproximadamente 8.000 nifios
y nifias cada afo en el mundo. Este cancer se origina en el proceso
de desarrollo de la retina, durante los primeros afnos de vida. En la
actualidad, y siempre que esté indicada la preservacion del ojo, en
el Hospital Sant Joan de Déu, los nifos afectados son tratados con
guimioterapia intra-arterial como primera opcion. Se les
introduce un largo y fino catéter por la arteria femoral accediendo
por laingle, y se conduce hasta la arteria oftdlmica para —una vez
alli- administrar localmente la quimioterapia. En algunos casos,
también se inyecta quimioterapia dentro del ojo, en el humor
vitreo.

En algunos casos, sin embargo, el tumor no responde a estos
tratamientos y los oftalmélogos no tenian, hasta ahora, mas
opcion que enuclear el ojo afectado para evitar que el cadncer se
extendiera a otros 6rganos del cuerpo, ya que entonces las
posibilidades de curacién son muy bajas.

EL NUEVO TRATAMIENTO SURGE DE ESTUDIOS CON
MODELOS ANIMALES

El desarrollo de este nuevo tratamiento contra el cancer de
retina es el resultado de 5 afnos de investigacion (también con
modelos animales), poniendo en valor la investigacion
traslacional (transferencia de conocimiento de la hospitalizacién
allaboratorioy viceversa) que sellevaa cabo en el hospital.

El tratamiento, administrado en el marco de un ensayo clinico,
consiste eninyectar dentro del ojo afectado (ver Figura 1) un virus
modificado genéticamente con capacidad oncolitica, que
selecciona, atacay destruyelas células cancerigenas.
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Figura 1.- Inyeccion dentro del ojo afectado de un virus oncolitico, que
selecciona, ataca y destruye las células cancerigenas. Fuente:
Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona.

El tratamiento que ha recibido Félix (ver Figura 2) es un adenovirus
—unvirus comun que normalmente causa sintomas de resfriado, y que
ahora algunos investigadores internacionales estan utilizando para
desarrollar una vacuna contra la COVID-19- modificado en el
laboratorio de VCN Biosciences para que sea capaz de identificar,
infectar y multiplicarse en las células cancerigenas. Esto permite al
virus oncolitico identificar y atacar de manera selectiva las células
cancerigenasy dejarindemnes las células sanas.
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Figura2.-Félix en una revision en el Hospital Sant Joan de Déu de
Barcelona para comprobar la evolucién del tratamiento con el
virus oncolitico. Fuente: Hospital Sant Joan de Déu de
Barcelona.

- Nota de prensa de |'Hospital Sant Joan de Déu: https://www.sjd
hospitalbarcelona.org/es/un-virus-oncolitico-pionero-mundo-
permite-que-un-nino-supere-un-cancer-retina

- Articulo en La Vanguardia sobre esta noticia: https://www.la
vanguardia.com/ciencia/20201127/49742032656/retinoblastoma-
tumor-retina-nino-virus.html


https://www.sjdhospitalbarcelona.org/es/un-virus-oncolitico-pionero-mundo-permite-que-un-nino-supere-un-cancer-retina
https://www.lavanguardia.com/ciencia/20201127/49742032656/retinoblastoma-tumor-retina-nino-virus.html

Técnica de perfusion intracardiaca en ratones:
mejorando la bioseguridad y la metodologia

Pedro Llontop Santisteban’, Alicia Sanchez Martin’, Lidia Albadalejo Navarro', Paula Barnese Garcia',

Silvia Rivero Vadillo', Francisco Sanchez Cobos', M2 Cruz Rodriguez-Bobada’ y Fernando Asensio Rubio'
'Unidad de Medicina y Cirugia Experimental, Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Mararion (liSGM), Madrid

’Fundacidn para la Investigacién Biomédica del Hospital Clinico San Carlos, Madrid

Palabras clave: percusion, fijacion, raton.
INTRODUCCION

La fijacion por perfusiéon es una técnica basica muy utilizada
en animales de experimentacion que permite obtener muestras
histoldgicas preservando las caracteristicas de los tejidos,
mediante una fijacion controlada y uniforme. La solucién de
fijacion se inocula en el sistema circulatorio del animal, actuando
desde el interior hacia el exterior de los 6rganos. Esto permite una
mejor conservacion de los érganos siempre y cuando la técnica se
realice con éxito.

Uno de los liquidos fijadores utilizado en la perfusion es el
paraformaldehido (PFA) que es un agente liberador de
formaldehido. Su utilizacién puede tener efectos nocivos sobre la
salud del técnico que realiza la practica, como pueden ser: tos,
dolor de garganta, sensacién de quemazon, dificultad
respiratoria, enrojecimiento, dolor en piel y ojos, quemaduras y,
ademads, es un potencial carcinégeno, segun la Ficha Internacional
de Seguridad Quimica (ICSCs, del inglés International Chemical
Safety Cards) de la Organizacion Internacional del Trabajo (ILO, del
inglés International Labour Organization)'.

Por ello, su utilizacién requiere de equipos de proteccion
individual (EPI) tales como: mascarilla con filtro para gases
organicos y particulas (modelo FFP 3 o similar), guantes y traje de
proteccién/manguitos, gafas de montura integral y algin equipo
de proteccién colectiva (EPC), como puede ser una cabina de
extraccién de gases (con filtro adecuado para dicho compuesto)
(ver Figura 1). Todos estos equipos estan destinados a proteger al
operador de la inhalacién de vapores nocivos y ante cualquier
derrame de este quimico.
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Figura 1.- Detalle de la cabina de extraccion de gases.

Una de las dificultades que nos encontramos al realizar la
técnica de perfusion es la incomodidad y la restriccion de
movimientos debido al espacio limitado en el interior de la cabina
de extraccion de gases, ya que es habitual utilizar plataformas de
considerables dimensiones para colocar el ratén. Estos soportes,
de corcho u otros materiales, se posicionan con cierta inclinacion
para que, por gravedad, discurra el liquido de perfusion y se
deposite en una bandeja que también suele ser grande (ver Figura
2A).

Ademas, hay que tener en cuenta la dificultad afadida que se
produce por el hecho de que el operador debe sujetary mantener
inmovil la aguja insertada en el corazén del ratéon mientras se
perfunde con el PFA (ver Figura 2B). Esta circunstancia puede



ANIMALES DE LABORATORIO
INVIERNO 2021 / NUMERO 88

suponer un elemento de riesgo, tanto para el operador como para
el buen desarrollo de la técnica, sobre todo cuando se pretende
perfundiravarios animales enlamisma sesion.
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Figura2.-Técnica de perfusion cominmente utilizada. A.
Posicionamiento del raton sobre la superficie de un corcho con
un plano inclinado. B. Sujecion de la jeringa con los liquidos de
lavadoy fijacion durante la perfusién intracardiaca.

El presente trabajo tiene como objetivo principal la mejora de
la técnica de perfusion intracardiaca en ratén, utilizando material
de laboratorio de uso comun que, habitualmente, esta disponible
en cualquier centrodeinvestigacion.

Este objetivo principal se alcanza al aplicar nuestra
metodologia a través de tres objetivos secundarios:

- Mejorar la seguridad del personal, reduciendo los riesgos de
exposicion al PFA.

- Facilitar el trabajo del operador mientras se realiza la
perfusion, ya que no necesita mantener sujeta la aguja dentro
del corazén durante todo el tiempo que dura la perfusion.

- Optimizar el uso de recursos, utilizando material de pequefio
tamanoy simplificando el trabajo en espacios reducidos.

MATERIALNECESARIO

- Bomba peristaltica.

- Equipo de infusién/Sistema de venoclisis con llave de tres
pasos.

- Agujade25Gsinpuntay21Gnormal.

- Soluciéndelavado (PBS 1x o Soluciénsalina).

- Heparinasaédica.

- Paraformaldehido al 4%.

- Recipientede poliestireno.

- Hielo.

- Embudo.

- Cajavaciade puntas para micropipetas de 1000 pl.

- PipetaPasteurde 16 cmdelargo.

- Bandeja.

- Esparadrapodetela.

- Material dediseccion: pinzas y tijeras de cirugiarecta.

- Papeldefiltro.

- EPIs:mascarilla con filtro integrado para quimicos, manguitos
desechables, guantesy gafas protectoras.

PREPARACION DEL OPERADOR

Como hemos comentado en la introduccion, la exposicion al
PFA puede causar tos, dolor de garganta, sensacién de quemazon,
dificultad respiratoria, enrojecimiento, dolor en piel y ojos,
quemadurasy es un potencial carcinégeno. Por ello, tenemos que
protegernos antes de empezar mediante una mascarilla con filtro
integrado para quimicos, manguitos desechables, gafas
protectoras y guantes para evitar el contacto directo con la piel.
Ademas, la cabina de extraccién de gases evitard que podamos
inhalarlo.

PREPARACION DE LA ZONA DETRABAJO

Una vez encendida la cabina de extraccién de gases y tras
esperar unos minutos, se pondra papel de filtro, para solventar los
posibles derrames y, seguidamente, prepararemos la bomba
peristaltica colocando los tubos flexibles de un sistema de suero
dispuestos en forma de "Y". Este tubo flexible estara conectado
por una llave de tres pasos, donde una de las ramas llevard suero
heparinizado y la otra llevara PFA al 4%. Estos dos tubos
convergeran en una tercera rama conectada a través de una llave
de 3 pasos, con un tubo al que se le acoplard una agujade 25G ala
que previamente se le ha cortado el bisel para dejarla con punta
roma (ver Figura 3A). Es importante purgar antes los tubos para
evitar burbujas deaire’.



El PFA 4% se colocard en un recipiente opaco o cubierto con
papel de aluminio para evitar la luz directa, y se mantendra frio
colocéndolo sobre hielo y en otro recipiente se colocard la
solucién de lavado (PBS 1x o Solucién salina) con heparina 50
Ul/ml*. Es conveniente dejar listas ambas soluciones en los tubos
detal forma que siempre salga primero la solucién de lavado.

Por otro lado, se colocard una caja vacia de puntas de
micropipetas que servira de soporte para colocar al ratén, a la vez
querecogerael liquido resultante de la perfusion (ver Figura 3B).

—
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Figura 3.- Preparacion de la zona de trabajo A. Bomba peristaltica con
tubuladura en forma de “Y” B. Caja vacia de puntas de
micropipetas que servird de soporte al raton y sera el lugar
donde se recogeran los residuos de la perfusion. La bandeja de
plastico servira de contencién ante cualquier derrame, cuando
serealizan varias perfusiones seguidas.

Cuando se van a perfundir varios ratones en la misma sesion
(uno a continuacién del otro), se colocara debajo una cubeta de
plastico por si se llegara a rebalsar el liquido. Para mantener la
aguja roma en el corazén, utilizaremos un soporte que
fabricaremos cortando y dando forma a una pipeta Pasteur con las
dimensiones que se muestran en la Figura 4. Al lado, se tendra listo
elmaterial dedisecciény esparadrapo.

Imagen suministrada por la autoria

Figura4.-Preparacion de la pipeta Pasteur. A. Dimension y partes a
recortar de los extremos de la pipeta. La flecha negra muestra el
detalle de la parte superior, donde se observan 2 muescas
paralelas del ancho del tubo de venoclisis. B. Modelo listo para
ser colocado en la cajade puntas.

ANESTESIA DELRATON

Para realizar la perfusion, el ratén sera anestesiado por via
intraperitoneal (IP) con una combinacién de Ketamina (150
mg/kg) y Xilacina (12 mg/kg). Cuando se haya alcanzado un plano
anestésico profundo, se llevard a la cabina de extraccion de gases
parainiciarla perfusion.

TECNICA

1. Tras ser anestesiado el ratén y una vez comprobado que esta
en el plano anestésico adecuado, verificando la ausencia de
reflejo podal, se colocara en posicién decubito supino sobre
una caja vacia de puntas para micropipetas de 1000 pl, que
servird de apoyo al animal y para la recogida de los liquidos de
lavado y fijacion. Si se realizan varias perfusiones seguidas, es
recomendable colocar debajo una cubeta (ver Figura 3B).

2. Estirar y sujetar las extremidades del raton con la ayuda del
esparadrapo.

3. Colocar una tira de esparadrapo tapando uno de los agujeros
localizados entre la cabeza y la extremidad superior derecha
(verFigura5A).

4. Colocar la pipeta Pasteur cortada en el agujero de la esquina
inferior derecha de la caja de puntas. Esto nos servird como
soporte para la sujecion del tubo que conecta directamente
con el corazén del animal en el proceso de la perfusion (ver
Figura 5A).

5. Encaso de ratones con pelo, lavar la superficie del ratén con
etanol 70° para permitir mantener la zona limpia y sin restos
capilares.

6. Localizar el manubrio del esternén como referencia
anatémica para realizar una incisién en la piel. Esta se
extenderd de forma perpendicular al esternén a ambos lados
(linea discontinua roja, ver Figura 5B), intentando que llegue
lomas cercano alasuperficie dela cajade puntas.
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Figura 5.- Posicion en decubito supino del ratén. A. Sujecion del ratén por

las extremidades con tiras de esparadrapo. Colocar otra tira de
esparadrapo al lado de la cabeza (flecha negra). La pipeta
Pasteur se colocara en el agujero del extremo inferior derecho
(flecha blanca). B. Lugar de incisiéon para acceder a la caja
toracica del raton.

7. Acceder al diafragma y realizarle un corte para conseguir

despegarlo delacajatoricica.

Hacer cortes en piel y costillas, a ambos lados del esternén
(linea discontinua verde, ver Figura 5B). Inmediatamente,
elevar la parrilla costal en direccién craneal y sujetarlo con una
aguja de 21G haciéndolo coincidir con el esparadrapo
previamente colocado al lado de la cabeza del raton (ver
Figura6A).

Una vez localizado el corazén, insertar la aguja de 25G con
punta roma que estd acoplada al tubo que contiene la
solucién de lavado con heparina, en el ventriculo izquierdo
(por el apex). A continuacion, hacer coincidir el tubo en las 2
ranuras de la parte superior de la pipeta Pasteur que
previamente habremos colocado en la caja de puntas (ver
Figura 6B)y abrir la llave parainiciar el lavado. En este punto, es
importante realizar rdpidamente una incision en la auricula
derecha para permitir el escape de la circulacién de retorno de
los liquidos de lavado.

21
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Figura6.- A. Sujecion de la parrilla costal con laayuda de unaagujade 21G

10.

11.

12.

13.

14.

que atraviesa el esparadrapo colocado al lado de la cabeza del
ratén (flecha). B. Insercion del tubo en la parte superior de la
pipeta Pasteur (flecha).

La velocidad y tiempo de lavado influird en la correcta
eliminacién de la sangre, estimandose un volumen
aproximado de 20-30 ml en 2-3 min, respectivamente, hasta
observarun blanqueamiento de los érganos.

Con la ayuda de la llave de 3 pasos, cambiar a la solucién
fijadoradejando pasar 100 mlen 10 min de PFA al 4%.

Una fuerte contraccion muscular nos indica una correcta
fijacion del animal. En este momento se retirara la aguja y se
procederaa laextraccion de los érganos deseados.

Después del fijado se realizara la diseccion de los 6rganos y se
almacenaran en PFA al 4%.

Para la limpieza y el purgado de los tubos de la bomba de
perfusion, habréd que colocar los 3 extremos de los tubos
haciéndoles coincidir con los agujeros de la caja de puntas
que contiene los restos de la perfusién e iniciar la salida de los
liguidos hasta ver que estén vacios (ver Figura 7A). A
continuacion, se pasara suero fisiolégico para eliminar los
restos de PFA y asi evitar su deterioro, y, por ultimo, purgar la
tubuladura para que no quede contenido liquido.



15. Dentro de la cabina de extraccién de gases, habra que utilizar
un embudo para recoger los deshechos de la perfusion
almacenado en la caja de puntas, dentro de una garrafa de
residuos (ver Figura 7B).
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Figura7.-Limpieza y eliminacion de liquidos y restos de la perfusion. A.
Limpieza y purgado de los tubos flexibles. B. Eliminacion de los
residuos de la perfusion en su garrafa correspondiente, que
deberd estar debidamente etiquetada.

VENTAJASY DESVENTAJAS

La utilizacion de estos materiales de laboratorio pararealizar la
fijacion por perfusion de un érgano supone una mejora en el
aprovechamiento del drea de trabajo, ya que al ser materiales de
pequeio tamafo proporcionan una mayor comodidad en la
ejecucién del procedimiento en si. Este beneficio se ve
incrementado con la introduccién y el remodelado de la pipeta
Pasteur, que sirve de soporte al tubo que lleva la aguja introducida
en el corazén del animal. De esta forma, ya no es necesario que el
operador permanezca todo el tiempo sujetandola, lo que conlleva
a una mejor ergonomia y un mayor rendimiento en el trabajo
desde el primer ratén perfundido hasta el tltimo.

Una ventaja mas es que brinda una mayor proteccién durante
el procedimiento, ya que los residuos de la perfusion quedan
retenidos en un recipiente parcialmente cerrado, como es la caja
de puntas de micropipetas, evitando pequenas perdidas o
salpicaduras.

Otra mejora se encuentra en la limpieza y eliminacion de los
residuos toxicos contenidos en la caja de micropipetas, ya que la
misma se realiza dentro de la cabina de extraccion de gases.

22

Por el contrario, dentro de las escasas desventajas que se
pueden mencionar, estaria el limite dellenado de la caja de puntas
y la fabricacion del soporte de la aguja roma, a partir de la pipeta
Pasteur,aunque este ultimo punto esde gran sencillez.

CONCLUSIONES

Esta nueva técnica de perfusion, mediante la utilizacién de
materiales de laboratorio disponibles en cualquier centro de
investigacion, supone una considerable mejora en la seguridad
del procedimiento, con una menor exposicion al PFA; en la
reproducibilidad del experimento, en la calidad de los datos y en
la optimizacién de los recursos gracias a un mejor
aprovechamiento del area de trabajo, limitado por las
dimensiones dela cabina de extraccién de gases.
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El Sindrome del Trabajador Quemado
gana importancia en la lista de dolencias
de [a OMS, y en los animalarios

(Recogemos hoy una informacion del diario El Pais, que nos sirve para reflexionar sobre los paralelismos con nuestro 'mundo animal’)

Jestis Martinez Palacio

Técnico en Prevencion de Riesgos Laborales; responsable del Animalario del CIEMAT

Palabras clave: burnout, fatiga por compasién, psicosociologia.

El sindrome del trabajador quemado (burnout) figurara en la
proxima Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-11) de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un problema asociado
al empleo o al desempleo. Una nueva clasificaciéon que entrara en
vigoren 2022.

El sindrome de desgaste emocional, como se cita en la nueva
clasificacion, esta asociado al estrés créonico en el trabajo;
caracterizado por una despersonalizacion de las tareas, un desgaste
emocional y fisico, y bajo rendimiento. Los expertos estiman que el
burnoutafectaal 10% de los trabajadores.

Tradicionalmente, este trastorno se asocia a trabajadores que
tienen empleos relacionados con la atencién a las personas, por
ejemplo: médicos, enfermeras, cuidadores no profesionales o
funcionarios de prisiones. “Es un proceso mds que una patologia, dado
en personas muy comprometidas con su trabajo, que se implican. Es un
proceso que suele tardar entre cinco y ocho anos. Los sintomas son el
desgaste emocional, el deterioro cognitivo y la indolencia y la
despersonalizacion”, sintetiza el doctor Pedro R. Gil-Monte,
catedratico de Psicologia Social en la Universidad de Valencia y
experto en este trastorno.

Pero en nuestro gremio —la experimentacion animal- también
encontramos este trastorno; al fin y al cabo, somos 'cuidadores' que
atendemos animales. Fundamentalmente estd ligado a dos
circunstancias:

- Los trabajadores que cuidan de los animales. En una modalidad
muy similar al sindrome clasico ya descrito. Se tiende a cosificar a
los animales y a bajar el interés y rendimiento en las tareas
desarrolladas. Puede cursarincluso con'maltrato’alos animales.

- Las personas que realizan la eutanasia de los animales. En este
caso nos hemos encontrado con dos posiciones extremas:

* Lapersona que automatiza las tareas y pierde totalmente la
empatiay el respeto al animal.
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* Lapersonaquesevinculaexageradamente conelanimalyes
incapaz de realizar la eutanasia. Tiene una elevada carga
moral/mental y llega incluso a tener pesadillas o malestar
fisico cuando realiza, o prevé realizar, estas tareas.

Gil-Monte aclara que lo méas comun es el perfil de afectados que
responden con indiferencia a su trabajo como férmula para
protegerse contra el desgaste emocional; sin embargo, apunta:
“algunos desarrollan un sentimiento de culpa que los lleva a implicarse
mds en el trabajo y es la pescadilla que se muerde la cola. Son los que
acaban con mds deterioro psicolégico”. Seria el caso de las personas
que sufren con la eutanasia, casos que deberian tratarse con el
responsable laboral y podrian llevar incluso a abandonar este tipo de
trabajo.

Los expertos aseguran que el cambio de la OMS ayudara a
visibilizar el burnouty a mejorar su diagndstico.

En Espana, el burnout no es una enfermedad profesional, pero
hay sentencias que lo reconocen como un accidente de trabajo (en la
modalidad 'humana’). “Queda pendiente el tema legislativo. En Espafia
hay que modificar la legislacién y que se incorpore dentro de las
enfermedades profesionales”, apunta José Navarro, del departamento
de Psicologia Social de la Universidad de Barcelona.

Quizas en nuestro ambito profesional también deberiamos
visibilizar esta dolencia, porque... jconoces a algin cuidador que
pueda presentar este cuadro clinico? Yossi.

Para saber mas:

- Articulo original en El Pais: https://elpais.com/sociedad/2019/05
/27/actualidad/1558956228 933147.html

- Informacion del INSST: https://www.insst.es/InshtWeb/Contenidos/
Documentacion/FichasTecnicas/NTP/Ficheros/701a750/ntp_704.pdf


https://elpais.com/sociedad/2019/05/27/actualidad/1558956228_933147.html
https://www.insst.es/documents/94886/327446/ntp_704.pdf/9a205bee-9bd7-4221-a1ae-39b737974768
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Técnicas de manejo no aversivo en el ratén

Violeta Solis, Concepcion Mariscal, Cristina Munoz y Magdalena Jiménez

GlaxoSmithKline I+D DDW-IVSD, Tres Cantos, Madrid

Palabras clave: manejo, técnicas, raton.

Las autoras y la mayor parte de los que estais leyendo este
texto —si no todos— hemos aprendido a manejar a ratas y ratones
empezando por cogerlos de la base de la cola. Esta es la técnica
que se ha venido usando durante decenas de afios en todos los
laboratorios. Sin embargo, hace algo mas de una década, una
investigadora se dio cuenta que este podria no ser el mejor de los
métodos. Jane Hurst trabajaba con ratones silvestres, que deben
manejarse con un tunel porque no son lo suficientemente mansos
como para poder cogerlos con la mano, y observé sorprendida
como los ratones de laboratorio respondian peor al manejo que lo
que lo hacian los silvestres. Entonces planted la idea de cogerlos
también con un tdnel y confirmé que usando esta técnica los
ratones domésticos mostraban menos ansiedad y mayor
interaccion voluntaria con la mano humana. Hace ya 10 afos que
las investigadoras Jane Hurst y Rebecca West publicaron su
articulo Taming anxiety in laboratory mice'. Articulos posteriores
han confirmado sus hallazgos y la importancia de refinar el
manejo, no sélo para mejorar el bienestar animal, sino también
para facilitar el trabajo con los animales, asi como mejorar la
calidad delosresultados experimentales.

ELMETODO

Hurstand West' estudiaron dos métodos alternativos a cogera
los ratones por la cola, que denominaron “métodos no aversivos
de manejo”. Ademas del que ya hemos comentado del tunel,
plantearon también el uso de las manos en forma de cuenco (cup-
handling), que tiene la ventaja de no requerir material. Ambos
métodos mejoraron el bienestar animal al reducir la ansiedad de
los ratones y aumentaron también el tiempo de interaccion
voluntaria de éstos con la mano. Sin embargo, el método de tunel
resulté ser mas fiable, ya que los resultados positivos se
reproducian de forma similar en todas las cepas y para ambos
sexos. Elmétodo de las“manos en cuenco’;aun siendo preferible al
uso de la cola, muestra peores resultados en cepas mds nerviosas
comolos C57BL/6y, en algunos casos, también en machos.
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El método de manejo con un tunel es sencillo, pero requiere
tener en cuenta algunos aspectos: 1) el técnico debe tener ambas
manos libres, una para sujetar el tunel y la otra para guiar al raton
hacia su interior, 2) el tinel no debe moverse, debe sujetarse junto
a la pared de la jaula y guiar al ratén hacia él, 3) el tunel debe
situarse junto a la pared de la jaula para aprovechar la conducta
“tigmotdctica”del ratdn y evitar que escape por el lado opuesto a
la mano que guia, 4) tener tuneles como enriquecimiento
ambiental en la jaula facilita que los ratones respondan
positivamente a esta técnica, porque se acostumbran y entran en
ellos con mayor facilidad (ver Figura 1).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.-Técnica para coger a los ratones con un tdnel. De izquierda a
derechay de arriba abajo: secuencia de movimientos para guiar
al raton dentro del tanel, mientras se mantiene junto a la pared
delajaula (a-e). Si el raton no quiere entrar, es preferible sujetar
el tinel por la parte central. Si al entrar intenta salir por el otro
lado, se puede cerrarla salida con la mano, mientras se levanta el
tanel de lajaula (d). Si una vez dentro el ratdn no quiere salir del
tunel, es mas sencillo que se deslice si se inclina el tunel dejando
la cabeza del ratén hacia arriba (f). El enriquecimiento se ha
retirado para unamejor visualizacién. Fotos: Julia Sanchez.
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En el caso del manejo con las manos “en cuenco”, la técnica
es mas sencilla, pero requiere mejor conocimiento de los animales
paraevaluar surespuesta. Se debe hacer un cuenco conlas manos,
como cuando vamos a coger agua de una fuente, y guiar al ratéon
hacia la esquina de lajaula. Una vez ahi, se deslizan las manos bajo
elratényselelevantade lajaula. Siesta nerviosoy parece quevaa
saltar, se pueden cerrar un poco las manos para evitarlo. Si se
observa que el animal estd muy nervioso debemos dejar esta
técnica e intentar la del tunel, ya que el ratén puede terminar
saltando de las manos desde mucha altura y hacerse dafo o
mordernos si las cerramos completamente, aunque esto no es
frecuente (ver Figura 2).

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Técnica para coger a los ratones con las manos en cuenco. De
izquierda a derecha y de arriba abajo, secuencia de
movimientos para guiar al ratén hacia la palma de la mano (a-d).
El raton se guia hacia la esquina de la jaula, donde se deslizan las
manos bajo sus patas (a-c). Si al levantar las manos el ratén
intenta saltar, se pueden cerrar formando una bola sobre él (f). El
enriquecimiento se ha retirado para una mejor visualizacion.
Fotos:Julia Sanchez.

El centro nacional britanico para las 3Rs tiene una seccién
dedicada al manejo de los animales de laboratorio con un tutorial
de menos de 20 minutos que explica de manera clara cémo se
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deben realizar las dos técnicas de manejo para ratén y los errores
mas comunes. Puede consultarse aqui: https://www.nc3rs.
org.uk/mouse-handling-video-tutorial

MANEJOY BIENESTARANIMAL

Como ya se ha mencionado brevemente mas arriba, se han
observado diferentes beneficios derivados de un manejo mas
adecuado delos animales. Para empezar, los ratones que se cogen
con un tunel muestran mayor interaccién voluntaria con la mano
humana que los ratones que se cogen por la cola, ya desde la
primera manipulacion (ver Figura 3). Los ratones que se cogen en
la palma de la mano también muestran un mayor tiempo de
interaccion voluntaria con la mano, siempre y cuando pasen por
un periodo previo de habituacion a este tipo de manejo. Ademas,
los ratones manejados con los métodos no aversivos muestran
menos miedo cuando se les coge, lo que se deduce porque orinan
y defecan menos que los que se cogen por la cola. Este tipo de
manejo reduce ademas la ansiedad de los ratones en pruebas de
comportamiento estandarizadas, como la prueba de campo
abierto y el laberinto en cruz elevado'™. Los ratones que se
manejan con el tunel muestran mayor exploracién, menor
frecuencia de conductas indicativas de ansiedad, menor latencia
enalcanzar el centro del campo abiertoy menor tiempo juntoalas
paredes.

Figura 3.-Prueba de interaccién voluntaria de los ratones con la mano
(izquierda) o con la mano y el tunel (derecha). El
enriquecimiento se ha retirado para una mejor visualizacion.
Fotos:Julia Sanchez.


https://www.nc3rs.org.uk/mouse-handling-video-tutorial

MANEJOY RESULTADOS EXPERIMENTALES

Uno de los puntos a favor de los hallazgos del trabajo de Hurst
and West es que demuestran que los resultados positivos del
manejo con tunel o con las manos en cuenco siguen siendo
vélidos, aunque posteriormente seinmovilice al ratén utilizando la
cola, por ejemplo, para una administracion. Esto es de especial
relevancia cuando vamos a realizar procedimientos con ratones,
porque de nada serviria poner en marcha una nueva técnica de
refinamiento si cuando vamos a realizar un procedimiento
anulamos todo el trabajo anterior. Afortunadamente, no es el caso,
ya que parece ser que lo realmente importante es coémo se coge al
ratéon para sacarlo de la jaula y no tanto las manipulaciones
posteriores. Se ha observado que la interaccion voluntaria de los
ratones con la mano se mantiene tras realizar procedimientos y
técnicas estresantes o dolorosas como la administracion
intraperitoneal, oral, el tatuado en la cola, o el marcaje en las

orejas™”.

Por otro lado, otros estudios han mostrado que este
refinamiento puede mejorar los resultados experimentales al
reducir el estrés y la ansiedad en los animales. Por ejemplo, las
pruebas de conducta que requieran exploracién, como pruebas
de memoria o de discriminacién de estimulos, podrian tener
mejores resultados cuando los ratones se manipulan con los
métodos no aversivos'. Los ratones muestran mayor interés por los
refuerzos positivos, lo que muestra que estos animales tienen un
mejor estado afectivo, ademas de poder facilitar el adiestramiento
cuando se necesite que los animales realicen una tarea’. También
se ha observado una menor elevacién de la glucemia asociada a
estrés cuando se coge a los ratones con las manos en cuenco en
comparacion con los que se cogen por la cola, y una mejor
tolerancia a la glucosa en un modelo de obesidad inducida por la
dieta. Si ademas se afade un “masaje’, los ratones muestran
también una menor elevaciéon de la corticosterona como
indicador de estrés’.

RESISTENCIA AL CAMBIO

Como es habitual, cualquier cambio importante en la manera
de trabajar a la que estamos acostumbrados va a llevar tiempo y
esfuerzo. Este cambio en el manejo puede ser especialmente
dificil para el personal que lleve mas tiempo trabajando con
ratones, porque estd mas acostumbrado a usar la cola, o cuando la
carga de trabajo sea muy alta, porque es verdad que hasta que “se
pille el truco” al nuevo manejo, se va a tardar mas tiempo en
realizar las tareas.
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En el articulo de Hurst and West se requerian varios dias de
entrenamiento de los ratones al manejo con tunel o con las manos
en cuenco. Sin embargo, en un estudio posterior’ mostraron que,
con realizar una Unica manipulacién de 2 segundos con el tunel
durante el cambio de jaula, ya se observaba un efecto positivo de
este tipo de manejo. En el caso de las manos en cuenco s que se
necesitaban varias sesiones para acostumbrar alos animales, pero
lo que es especialmente llamativo es que observaron que una
Unica manipulacién del ratén por la cola durante 2 segundos era
suficiente para producir rechazo a la mano humana. Ademas,
evaluaron si los ratones se dejaban coger con mayor o menor
facilidad segun el tipo de manejo y observaron que los que mas
facilmente se cogian eran los manipulados con un tdnel, mientras
que los que mas evitaban la captura eran los manipulados por la
cola. Es decir, que la mejora en el manejo no sélo beneficia a los
ratones, también a nosotros, porque nos puede resultar mas
sencillo trabajar con ellos utilizando estos métodos.

John Waters es un técnico de laboratorio que ha investigado
las barreras a laimplementacion de estos métodos en los centros
de investigacién, por lo que ha recibido varios premios®. En su
trabajo concluye que no se necesita mas tiempo para trabajar
utilizando los métodos de manejo no aversivos, una vez superado
el periodo de aprendizaje. En la pdgina web del Centro Nacional
Britanico para las 3Rs han publicado recientemente testimonios
de varios técnicos que lo han puesto en marchay todos coinciden
en que no se tarda mas en realizar el trabajo, una vez superado el
periodo de formacioén, y que se han reducido los mordiscos de los
ratones utilizando estos refinamientos en el manejo. Se pueden
ver aqui: https://www.nc3rs.org.uk/non-aversive-mouse-
handling-practice

NUESTRAEXPERIENCIA

Hemos estado haciendo una serie de pruebas para
implementar el uso del tinel en nuestro centro’. Lo primero que
hicimos fue intentar replicar el estudio original. Unicamente
probamos el manejo con tunel, pero realizamos ademas un
estudio de farmacocinética (PK) para ver si el estrés de la
manipulacion en este tipo de ensayo revertia el efecto positivo del
manejo con tunel o no, especialmente porque nos preocupaba
que, al meter alos ratones en los cepos para coger las muestras de
sangre de cola, pudieran asociar el tunel del cepo con algo
negativo y generalizarlo a cualquier tipo de tunel. Al igual que en
el estudio de Hurst and West', observamos un aumento en el
tiempo de interaccion voluntaria en los ratones que se cogian con
el tinel, aunque en nuestro caso, el tiempo de interaccién

a. Todos los estudios con animales pasaron por un proceso de
revision ética y se realizaron de acuerdo con la Directiva Europea
63/2010y con la politica de GSK sobre el cuidado, bienestar y trato
éticodelosanimales.


https://www.nc3rs.org.uk/non-aversive-mouse-handling-practice

voluntaria de los ratones que se cogian por la cola fue bastante
superior al del articulo original. Pensamos que esto puede ser
porque los solemos coger mas hacia la base y los apoyamos en la
mano rapidamente, por lo que pasan poco tiempo en el aire. Sin
embargo, lo que fue mas interesante, es que tras hacer el estudio
de PK, no observamos una reduccion del tiempo de interaccion
voluntaria en los ratones que se cogieron con un tunel, pero si en
los ratones que se cogieron por la cola, siendo esta diferencia
significativa entre los dos grupos. Por tanto, podriamos concluir
gue para los ratones que cogemos por la cola, el estudio de PK ha
resultado ser mas estresante que para los animales que hemos
cogido coneltunel.

La segunda prueba que hicimos fue poner directamente los
tuneles en las jaulas de los animales de una habitacion y realizar el
cambio con el tinel. Observamos que, al tener el tdnel en la jaula,
los ratones se acostumbraban a él y en una sola sesion de
entrenamiento ya se manejaban bien con tunel. Confirmamos que
el tiempo necesario para realizar el cambio de jaula no aumenta,
entre otras cosas porque al abrir la jaula los ratones se meten en el
tunel para esconderse y se pueden pasar directamente a la jaula
limpia. En este caso, utilizamos tineles comerciales transparentes
para facilitar la observaciéon de los animales. Sin embargo, la
opinion del personal que se encarga del cuidado de los animales
fue que la observacion era mejor poniendo al animal en la palma
delamano, envezdeatravésdel tinel.

Ademads, ahora estamos empezando a utilizar los tineles a la
llegada de los animales, para pasarlos de |a caja de transporte a la
jaula donde se van a alojar. De esta manera, facilitamos que se
acostumbren a este manejo y que pierdan el miedo a la mano
humana desde el primer dia en el centro.

CONCLUSIONES

Como hemos visto, el manejo de ratones mediante técnicas
no aversivas mejora el bienestar animal, facilita el trabajo con los
animalesy puede mejorar la calidad dela ciencia.

Por ello, actualmente estamos en proceso de implementar el
uso de tuneles con los animales de experimentacion de nuestro
centro. Hemos comprado tuneles transparentes para poner en
todaslas jaulasy hemos realizado un curso teérico-practico para el
personal que trabaja con animales. Lo hemos probado con
algunos de los ratones que estan enlos aisladores e incluso parece
que en esas condiciones va a poder ser posible utilizar los tuneles.
Esperamos implementar estos nuevos sistemas de manejo poco a
poco y en un tiempo poder utilizarlos con todos los animales del
centro.
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~ ExpoBioterios Virtual 2020.
Organizar un evento virtual sin renunciar a nada

Juan Manuel Baamonde' y Hernan Serna Duque’
'Bioterios.com
"BINAEX SLU/SAS

Palabras clave: congreso, virtual, ExpoBioterios.
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Figura 1.- Portada de la pagina web del congreso ExpoBioterios Virtual.
CAPITULO UNO: PUBLICO OBJETIVO

El primer paso para organizar un congreso virtual es captar a
tu publico objetivo. En el caso de ExpoBioterios Virtual (EBV), lo
que hicimos fue establecer una segmentacion; es decir, pensamos
que deberia ir no sélo dirigido a responsables de Bioterios, sino a
todo el personal relacionado con la experimentaciéon animal
dentro de un centro de investigaciéon. Para afinar esta
segmentacién se necesita una pagina web; ésta puede ser muy
sencilla conteniendo lo necesario para registrarse, o una algo mas
completay corporativa como la que se disené para EBV (ver Figura
1). En cualquier caso, la web debe incluir como minimo los
siguientes elementos:
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Imagen suministrada por la autoria

Fecha del congreso: importante tenerla definida para
cuando se lance la web; esta fecha ya no deberia sufrir ningin
cambio.

Programa cientifico: lo mas definido posible y abarcando
temas que refuercen la segmentacion que se ha planteado
para el publico objetivo.

Formulario de registro: éste sera el método por el que los
visitantes podran inscribirse al evento. Debe tener la
informacion clave obligatoria para poder generar los registros
y claves de acceso. En el caso de EBV, el formulario de registro
tenia otros apartados necesarios para la valoraciéon de
intereses de cara al futuro ExpoBioterios Virtual 2021.



- Pasarela de pagos: es imprescindible contar con un sistema
de pago en el caso que el evento requiera pagar algun item
(como la inscripcion al congreso). Esto depende mucho del
pais o regién donde se tenga previsto el desarrollo técnico de
la plataforma. Lo normal es habilitar el pago con tarjeta o
transferencia bancaria. En EBV, se utilizé PayPal como pasarela
de pago.

CAPITULODOS:TEMATICA DELEVENTO

En la medida de lo posible, se debe organizar un comité
cientifico con la suficiente experiencia para poder desarrollar el
programa cientifico. En el caso de EBV, no se dispuso del tiempo
deseado para conformar este comité; con lo que se echéd mano de

——NUESTROS PONENTES

g

Javier Guillén Lluis Montoliu Marina Snitcofsky

Nuno Franco Marcel Perret-Gentil David Solanes

|

Luciana Cintra Ann Turner Fernando Farinas

Figura 2.- Ponentes del EBV 2020.

En este punto es importante pensar en las estrategias de
captacion de asistentes. En EBV se disend un plan de marketing activo
basado en campanas publicitarias en redes sociales. Aqui vuelve a
tomar protagonismo contar con una pagina web corporativa que sera
el punto de aterrizaje paralos interesados en asistiral congreso.

CAPITULOTRES: PONENCIASY DETALLES

Hay dos alternativas para el desarrollo de las ponencias: grabarlas
con antelacién o emitirlas en directo. Si se graban previamente,
Unicamente hay que subirlas a cualquier plataforma de video como
Youtube o Vimeo, e insertar los videos en la web del congreso. En el

la experiencia y buen hacer de los organizadores. De cualquier
forma, se deben tener en cuenta los siguientes items:

- Programa cientifico: debe incluirinformacion claray precisa
acerca de la tematica general del evento; en EBV fueron las
3Rs.

- Fechas y horario: describir claramente cudles son los dias de
celebracion del congresoy el horario de éste.

- Ponentes: importante anadir una seccion que incluya su
nombre, Curriculum vitae con foto, temética de su ponencia,
fechay hora de esta. Todo ello ayudard a generar confianza en
los posibles asistentes al congreso (ver Figura 2).
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Joel Majerowicz

Ekaterina Rivera Ignacio Alvarez

Guillermo Ruiz Szczepan Baran Raphael A. Malbrue Matt Leach
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caso de necesitar traducciones —como fue el caso de EBV-la mejor
opcién es grabar con antelacion.

Para la emision en directo hay multiples alternativas como
Youtube, Zoom o Google Meet (de pago). En este caso, los usuarios se
conectan a través del enlace que se les envia con antelacién o
directamente por la plataforma del congreso como se hizo en EBV.

La tecnologia de la informacion se presenta como un aliado
fundamental para el desarrollo de un congreso virtual. En este
sentido, y al gusto del consumidor, hay decenas de posibilidades y
detalles técnicos para adornar la plataforma. La plataforma de EBV
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dispuso de muro social, seccion de Networking, notificaciones al
instante, informacion del sponsor, zona de posteres cientificos y la App
de ExpoBioterios Virtual.

CAPITULO CUATRO:ZONA COMERCIAL

Los congresos virtuales pueden (o no) tener zona comercial. En
caso de tenerla, lo recomendable es que sea una zona de facil acceso y
ejecucion. Durante EBV se decidié tener dos pabellones con 19 stands
para patrocinadores en cada uno de ellos (ver Figuras 3y 4). La puesta
en escena de los stands también puede variar y se puede ejecutar
dependiendo del gasto que se quiera asumir. En EBV se decidio
desarrollar los stands con todos los elementos que tecnolégicamente
teniamosamano:

- Tipos de stands: puede haber varios tipos dependiendo de la
categoria del patrocinador. En el caso de EBV habia stands tipo
basico, VIP o Premium. Esto es clave a la hora de definir las
categorias de los posibles patrocinadores y sus posibilidades
comerciales.

Busca un stand. s+

.
BIOTERIOS

- Stands interactivos: ayuda mucho que “el visitante virtual”
pueda visualizar de diferentes maneras el objetivo comercial o
informativo del stand como links interactivos, fotos, banners,
videos y trivias; los elementos que se aplicaron en los pabellones
comercialesen EBV.

- Comunicacién: los stands deben contar con sistemas de
participacién, como videollamadas y chat para facilitar la
comunicacién entre asistentes y patrocinadores. EBV desarrollé
ademas un sistema de reconocimiento/entrada que consistia en
una notificacion del patrocinador una vez que el congresista
entraba a visitar el stand, pudiendo asi comenzar una
conversacion.

Llegados a este punto, si un congreso virtual cuenta con
patrocinadores (que es lo normal), estos deben incluirse en la web del
evento. Contar con el respaldo de empresas comerciales del sector es
otro elemento de diferenciacién que genera confianza.
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Figura 3.- Pabellon "Amazonia".
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FINALDEL CONGRESO

Una vez terminado el congreso... jtermina el trabajo? Pues
no; una buena participacién asegura el trabajo post-congreso.

En el caso de EBV hubo multitud de hot leads; es decir,
contactos interesados en la tematica del congreso virtual, la zona
comercial y como se habia desarrollado la plataforma en general.
Ademads, hubo un sin nimero de mensajes de felicitaciones y
reconocimientos que por supuesto todos recibieron respuesta, sin
dejaraunladolosanhelados certificados de asistencia.

El congreso virtual es una alternativa al congreso presencial
que permite reducir costes y maximizar la difusién, llegando a
todos los “asistentes virtuales” independientemente de su
localizacién geografica.
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Un congreso virtual tiene, entre otras ventajas:

Aumentar la asistencia.

- Incrementarladifusién del congreso.
- Accesoaunnumeromasampliode usuarios.
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Reproduciendo la sepsis:
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Palabras clave: sepsis, laparotomia, ligadura.

En los ultimos afos, se ha visto la necesidad imperante de
investigar mas en profundidad los procesos sépticos debido a su
complejidad y a la elevada mortalidad que causan. Esta descrito
que el abdomen es el principal foco de los procesos sépticos,
estando relacionado con una alta morbilidad y mortalidad'. Para
estudiar los mecanismos de accion de los procesos sépticos es
fundamental tener modelos animales de sepsis fiables, como la
ligadura y puncién cecal (CLP) que se considera el procedimiento
experimental de referencia a la hora de recrear modelos sépticos
enanimales’.

Se conoce que lasospechay la deteccion de bacteriemia tiene
unimportante significado diagnésticoy prondstico, que obliga en
ocasiones a cambiar algunas de las pautas establecidas en los
pacientes que la sufren’. Existen algunos biomarcadores de sepsis
descritos como: la Proteina C Reactiva, TNFa, IL-1(3, IL6, IL12 y otras
citoquinas, en la respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), que
pueden ayudaral diagnéstico precoz de procesos sépticos.

Con el fin de estudiar la potencialidad terapéutica de nuevas
moléculas antimicrobianas, asi como su interacciéon con los
biomarcadores mediadores de la respuesta inflamatoria sistémica
de la sepsis, se disefid un modelo experimental en ratas macho de
la cepa Sprague Dawley de 12 semanas de edad. El disefo
consistia en usar 12 individuos (n=12) divididos en dos grupos,
AGU1 (n=6) y AGU2 (n=6) para realizar la ligadura y puncién cecal
tal y como esté descrita por algunos autores®. Tras 20 horas desde
la CLP, se procedi6 a realizar una necropsia reglada para la toma
—por duplicado- de muestras de los individuos supervivientes:
sangre, orina, fluido del lavado peritoneal (PLF), higado, bazo,
rifndén, duodeno, pancreas, yeyuno, raiz mesentérica, timo, fluido
del lavado broncoalveolar (BALF), pulmén y corazén. Para su
andlisis se realizaron estudios citolégicos, microbioldgicos,
anatomopatoldgicos, bioquimicos, de expresién génica y
protedmica.
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Los primeros resultados obtenidos presentaban diferencias
marginalmente significativas en los siguientes parametros:
leucocitos totales, células nucleadas presentes en el lavado
broncoalveolar y peritoneal (BALF y PLF, respectivamente), y
numero de animales con bacteriemia confirmada por
hemocultivo positivo (ver Tabla 1). Este hallazgo no era de esperar,
puesto que ambos grupos estaban formados por individuos de la
misma edad, sexo y cepa que habian cohabitado en la misma sala
delanimalarioy habian recibido el mismo alimento.

Tabla1.-Principales variables (hematolégicas, citologicas y
microbiolégicas) con cambios observados entre grupos.
Resultados expresados como medianas (P25-P75) de ratas del
grupo 1y grupo 2. TNC BALF: Concentracion de células totales
nucleadas en fluido procedente de lavado broncoalveolar; TNC
PLF: Concentracion de células totales nucleadas en fluido
procedente de lavado peritoneal. Se ha utilizado el test no
paramétrico de la U-Mann-Whitney para la comparacion entre
grupos. p-valor <0,05 se considera para significancia estadistica

entre grupos.
Leucocitos TNC BALF TNC PLF Bacteriemia
(10°/ul) (10°/ul) (10°/u) (n)
Grupo 1 4,07 0,16 0,8
3
(n=6) (3,1-5,89) (0,05-0,28) (0,76-2,5)
Grupo 2 1,53 0,37 2,52
6
(n=6) (0,89-2,67) (0,15-0,72) (1,3-3,2)
p (0,059) p (0,052) p (0,059) p (<0,05)

En el grupo AGU1, teniendo en cuenta los pardmetros propios
de unarata sépticareflejados en la bibliografia, se confirmaba que
la ligadura y puncién cecal habia tenido el efecto esperado. Sin
embargo, a la hora de analizar los resultados obtenidos en el
grupo AGU2, aunque los recuentos leucocitarios eran superiores
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en comparacion con los de un individuo sano, no llegaban a los
valores propios de los procesos sépticos. Concluyendo,
finalmente, que las diferencias encontradas suponian un error del
disefno experimental.

{Ytuquéopinas?

{Quéhapodido ocurrir?

¢Sehanseguidolos protocolos de manerarigurosa?
¢Elmaterial usado estaba en correcto estado?
¢Propondrias cambios en el disefio experimental?

En busca del error, se decidié realizar una meticulosa
recreacion en paralelo del protocolo llevado a cabo por los
investigadores del grupo, siguiendo una técnica ya descrita en
otros estudios". En el proceso se realiza una laparatomia en la que
se expone el ciego, se liga un segmento distal a la valvulaileocecal
y se perfora el borde antimesentérico con una aguja de calibre 20G
(verFigura).

lleocecal artery

lleum

Imagen suministra

Figura1l.- A. Esquema de los diferentes lugares para ligar el ciego con la
finalidad de lograr grados de severidad infecciosa leve, media o
alta (lineas discontinuas azul, verde o roja, respectivamente).
Extraido de Rittirsch D. et al. (2009). B. Detalle de la ligaduraen el
ciegoen lanecropsiade unanimal del grupo AGU2.C. Detalle de
la ligadura en el ciego en la necropsia de un animal del grupo
AGU1. Obsérvese la diferencia de longitud de la sutura
empleada como cuerpo extrano,enambosanimales.
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Tras la recreacion, se observé que el investigador encargado
dela CLP del grupo AGU1 us6 una sutura de seda multifilamento
(Silkam) para la ligadura, dejando 5 cm sobrantes de la misma en
la cavidad abdominal, mientras que en el grupo AGU?2 se realizd
igual, pero dejando Unicamente 2 cm de sutura de seda Silkam.
Cabe destacar que, por motivos de fuerza mayor, cada grupo fue
operado por uninvestigador diferente.

Considerando esta diferencia como la causante de la
disparidad en los resultados entre ambos grupos, podemos
proponer una explicacién logica. Silkam es una seda formada por
multiples filamentos entrelazados que, sumado al fragmento de 5
cm, conlleva una mayor superficie de “cuerpo extrano” para que
las bacterias comensales del colon puedan: proliferar, invadir la
cavidad peritoneal e inducir un posterior estado séptico en menor
tiempo y mayor eficacia. Este hecho indica que la diferencia de
tamano del cuerpo extrafio produce marcadas diferencias en los
resultados obtenidos, teniendo que ser rigurosos en este aspecto
como esta descrito por algunos autores’.

Por tanto, con el fin de alcanzar el estado séptico en el tiempo
planteado durante la realizacion de los préximos protocolos de
CLP, se propone el uso de una seda multifilamento, dejando 5 cm
sobrantes de la misma dentro del peritoneo.
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INTRODUCCION

Los investigadores recurrimos a modelos in vitro o in vivo para
entender los mecanismos implicados en un proceso bioldgico o
una enfermedad. Esta tarea ha sido enormemente facilitada
gracias al desarrollo de las herramientas de ediciéon genética
CRISPR/Cas9, cuya aplicacion les ha valido el merecido premio
Nobel 2020 de Quimica a Emmanuelle Charpentier y Jennifer
Doudna. Sin embargo, no podemos evitar sentir decepcion al ver
que estos prestigiosos premios no han considerado los trabajos
esenciales de ciencia basica realizados por Francis Mojica, en los
que se apoyaron las dos recién estrenadas nobeles. Una pena.

Volviendo a las maravillosas herramientas moleculares
CRISPR/Cas9, que permiten la edicién genéticaala carta, éstas han
supuesto una revolucion, facilitando enormemente la obtencién
de modelos deficientes en un gen (knock-out, KO) de forma
relativamente sencillay muy eficaz.

La gran cantidad de organismos generados por manipulacion
genética ha permitido poner de manifiesto un hecho curioso, y es
el alto nimero de modelos deficientes en un gen (KO) que no
tienen el fenotipo previamente identificado en experimentos de
disminuciéon del transcrito (knock-down, KD), donde se han
utilizado otras herramientas como oligonucleétidos antisentido o
morfolinos (ver Figura 1).
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Figural.-Modelos deficientes en un gen (knock-out) y de
disminucién del transcrito (knock-down). En los modelos
deficientes en un gen, se genera, mediante el sistema CRISPR-
Cas9, un indel (pequenas deleciones o inserciones) a nivel
gendmico. Esta mutacion da lugar a un transcrito mutante que
puede ser reconocido y degradado por la maquinaria celular, o
bien dalugaralasintesis de una proteina truncada oinactiva. En
los modelos de disminucién del transcrito se actta a nivel de
mRNA, sin modificar el genoma, disenando un oligonucleédtido
antisentido que hibridard por complementariedad de bases
con una parte de la secuencia del transcrito silvestre. Este
apareamiento de bases sera detectado por la maquinaria
celular y degradara el transcrito silvestre senalado. Ambos
modelos producen una disminucién parcial o total de la
cantidad de la proteina presente en la célula. Los modelos de
disminucién del transcrito (knock-down) suelen ser modelos
transitorios, durando el efecto el tiempo que esté presente el
oligonucledtido en la célula, mientras que en los modelos de
deficiencia de un gen (knock-out), al editarse el genoma, su
efecto se hereday portanto no es transitorio.




Este hecho sorprendente, en el que la mutacién del gen,
normalmente provocada por la presencia de un codoén de
terminacion prematuro (PTC), tiene menos efecto que cuando se
disminuye su expresion, no fue bien entendido al principio. Se
argumento6 por efectos de inespecificidad (target-off) de las
herramientas para hacer KD o por una posible naturaleza
hipomorfica de los alelos mutantes generados.

Sin embargo, descubrimientos recientes han revelado otro
posible mecanismo molecular que explica las diferencias
observadas en los fenotipos entre un KD y KO para el mismo gen.
Este proceso ha sido llamado compensacién génica.

El fendmeno de compensacién génica ha sido observado en
muchos modelos como Arabidopsis, ratén, Drosophila, pez cebra
y lineas celulares humanas sugiriendo, por tanto, que debe ser un
mecanismo conservado evolutivamente entre organismos
superiores'.

La compensacién génica se explica por la redundancia que
hay en el genoma, que permitiria compensar la falta de expresion
de un gen concreto por otro, normalmente un paralogo (derivado
de la duplicacion génica entre las especies) o un no-paralogo (que
comparte dominios funcionales o que se encuentra en la misma
rutaque el geninactivado o mutado).

Precisamente esa redundancia ha hecho del pez cebra un
modelo ideal para estudiar la compensacion génica, ya que
duplicé su genoma una vez mas que el resto de los vertebrados
millones de afos atras. Y, lo que era una desventaja para los
investigadores que se veian obligados a tener en cuenta la
duplicacién a la hora de inactivar un gen o estudiar la funcién, se
ha convertido en una ventaja para estudiar el efecto de
compensaciéon génica.

EL PEZ CEBRA Y LA COMPENSACION GENICA

El modelo de pez cebra, por su répido desarrollo extrauterino,
permite la facil manipulaciéon genética por microinyeccion de
herramientas como CRISPR/Cas9, RNA mensajeros (mRNA) y
morfolinos. Los morfolinos son oligonucleétidos antisentido
modificados quimicamente que impiden la traduccién del mRNA,
generandose modelos por KD.

Comparando los fenotipos de los modelos en pez cebra KO y
KD se encontraron que, de 26 genes, sélo el 20% de los KO
recapitulaba de forma precisa los fenotipos de los KD. En algunos
casos, estas discrepancias eran probablemente debidas a la
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inespecificidad, esto es, una secuencia similar a la del morfolino
presente en otros genes que produciria que el morfolino
disminuyeralaexpresion de estos.

Sin embargo, no era siempre el caso, como pudo observarse
con la linea de pez cebra deficiente en el gen egfl7 (codifica una
proteina de la matriz extracelular altamente expresada en células
endoteliales) que tiene un fenotipo menos severo que el
producido cuando se disminuye la expresion de su mRNA. En este
modelo se observaron los siguientes hechos importantes: i) la
microinyeccion del morfolino en el modelo deficiente en egfl7 no
exacerbaba el fenotipo, descartando su efecto en cualquier otro
gen; ii) se detecté en la linea KO, pero no en la KD, la
sobreexpresion de genes con dominios parecidos a egfl7 (emilin
2a, emilin 3a y emilin 3b); iii) la microinyecciéon de mRNA de estos
paralogos emilin 2 y emilin 3 rescato el fenotipo en el modelo de
KD de eglf7’.

Observaciones similares han sido realizadas para otros
genes™, lo que sugiere que, en el contexto de la presencia de una
mutacion, se compensa el fenotipo sobreexpresando genes que
pueden desarrollar una funcién parecida. Este mecanismo no es
activado cuando la expresion de ese gen es bloqueada a nivel
post transcripcional, como ocurre en los modelos KD.

OTROS EJEMPLOS EN MODELOS DE RATON

Los mamiferos no tienen tantas opciones como el pez cebra
para la compensacion génica, ya que para la mayoria de genes
s6lo tienen una copia. Sin embargo, estan bien documentadas las
discrepancias entre los fenotipos KD y KO donde, de igual manera,
los modelos KD tienen un fenotipo mas severo comparado con los
KO,

Utilizando pequefos RNAs interferentes en células madre
embrionarias de ratén para la eliminaciéon de TET1, una enzima
que convierte la 5-metilcitosina (5mC) en 5 hidroximetilcitosina
(5hmC), se provoca una reduccién en los niveles de 5hmCy la
pérdida de la morfologia tipica de células indiferenciadas. Sin
embargo, el mutante Tet1 sélo presentd una disminucion ligera
de 5hmCy presentaba un fenotipo indiferenciado tipico de célula
madre, siendo propuesto un mecanismo de compensacion
ejercido por laenzima estrechamente relacionadaTET2°.

En algunos casos el mecanismo ha sido identificado debido a
la regulacién de la expresién de otros genes relacionados. Por
ejemplo, la pérdida en ratén del gen ribosomal Rpl22 no muestra
defectos en la traduccién. En este modelo se comprob¢ la



sobreexpresiéon compensatoria de Rpl22I1, un gen paréalogo. La
expresion de Rpl22I1 es normalmente inhibida por la proteina
RPL22". Pero no en todos los casos se ha encontrado una relacion
tan directa. A veces los mecanismos compensatorios pueden
involucrar funciones de proteinas que estan mas arriba de la ruta
afectada.

MECANISMOS MOLECULARES DE LA COMPENSACION GENICA

Al igual que un buen cocinero hace un buen plato, aunque le
falteuningrediente, y al degustador le parece un platoigualmente
delicioso, los organismos son capaces de compensar la deficiencia
de ungeny no presentar un fenotipo deletéreo. Este fenémeno se
conoce como robustezgenéticay suresultado es la supervivencia.

Se han lanzado varios modelos sobre el mecanismo de este
apasionante proceso. Recientemente, se han publicado dos
estudios donde se han identificado 8 genes de pez cebray 4 de
raton (ver Tabla 1) que, cuando son mutados, disparan el
mecanismo de compensacién génica™.

Tabla 1.-Modelos utilizados donde se observan discrepancias entre
modelos KOy KD. Genes compensadores propuestos.

Modelo Gen mutado | Gen compensador

propuesto

Pez cebra hbegfa hbegfb

Pez cebra vcla velb

Pez cebra hiftab epasiay epasib

Pez cebra vegfaa vegfab

Pez cebra egfl7 emilin3a

Pez cebra alcama alcamb

Pez cebra capn3a capn8y capni12

Pez cebra nid1a nid1b y nid2a?

Ratén Fermt2 Fermt1

Ratén Rela Rel

Ratén Actg1 Actg2

Ratén Actb Actg1
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Estos investigadores, a raiz de los resultados, han propuesto
un modelo en el cual un mRNA portador de una mutacién, como
puede ser la adquisiciéon de un codén prematuro de terminacion
(PTC), dispara la transcripcion de genes compensadores. Lo hace
activando una ruta llamada “degradacién del RNA mensajero
mediada por mutaciones terminadoras” (NMD, del inglés
Nonsense Mediated Decay). NMD es un mecanismo de control de
calidad del mMRNA que impide la traduccion de transcritos que han
sido incorrectamente procesados durante la transcripcién, pero
también reduce la traduccion de transcritos de genes que portan
una mutacién como puede ser un PTC.

El modelo propone que los mRNA con un PTC o mal
procesados son dianas de NMD que los degrada, produciendo
pequenos fragmentos de RNA que contienen secuencias
similares a los genes compensadores. Estos fragmentos de RNA
son transportados al nucleo y alli producen la sobreexpresion de
los genes compensadores por dos posibles vias, o bien
remodelando la cromatina en una conformacién abierta que
permite la transcripcion, o bien secuestrando represores de RNA
antisentido (ver Figura 2).
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Figura2.-Mecanismo propuesto para inducir la compensacion
génica. Al generar una mutacion en el DNA genémico mediante
técnicas de edicion del genoma, se suele generar un codén de
terminacion prematuro (PTC). La molécula de mRNA portadora
de la mutacion una vez en el citoplasma sera traducida por los
ribosomas que al llegar al PTC, activara la maquinaria de control
de calidad de mRNAs, el complejo NMD. Este complejo degrada
el mRNA mutado. Los fragmentos generados son llevados al
nucleo, posiblemente utilizando a la proteina Upf3a como
vehiculo, donde se une a COMPASS. COMPASS es un complejo
proteico que favorece la transcripcion a través de la
modificacion de las Histonas (H3). El complejo es dirigido hacia
los genes paralogos por la complementariedad que presentan
con los pequenos fragmentos del mRNA degradado. Una vez
unido al gen paralogo modificaré el estado de la cromatinaenla
regiéon promotora induciendo la expresion del gen. Obrero con
martillo y cincel: representa la técnica de edicion del genoma.
Flecha roja: representa una region promotora. H3: histona 3.
Estrellaroja:indel (insercion/delecion).



El modelo se basa en varias evidencias experimentales. La
primera de ella es que los transcritos de gen mutante (KO) son
poco abundantes, sugiriendo que son inestables. Curiosamente,
cuando se bloquea el NMD (eliminando el factor principal del
complejo, la proteina UPF1) se produce un incremento en la
cantidad del mRNA mutante y se reduce la sobreexpresion de los
genes compensadores. Es decir, se necesita la degradacion del
MRNA mutante por NMD.

Por otro lado, la activacion de NMD en peces o lineas celulares
de ratones silvestres introduciendo, bien por microinyeccion o
bien por transfeccién, un mRNA inmaduro (sin caperuza en la
posicién 5'), induce la expresion de genes compensadores. Sin
embargo, si se introduce un RNA maduro estable, no se produce la
expresion de genes compensadores, demostrando laimportancia
de NMD para activar lacompensacion génica.

Ademads, en la mayoria de los genes probados tanto en lineas
celulares de ratén como en pez cebra, no se observaron
fendmenos de compensacién génica al delecionar
completamente el gen (es decir, sin generacion de transcrito). Sin
embargo, la delecion completa del egfl7, activaba la
compensacion génica, pero en menor medida que cuando habia
un transcrito con un PTC’. Ma et al. muestran que algunos genes
con PTC no eran capaces de activar NMD y cuando esto ocurria no
se observaba el fendmeno de compensacién génica, reforzando
laimportancia de NMD para activar la compensacién génica, pero
revelando la existencia de otros mecanismos desconocidos que
estan participando.

Finalmente, se vio un incremento en la transcripciéon de genes
que estan relacionados ancestralmente con el gen mutado. El
incremento de la transcripcion de los genes pardlogos fue
acompafnado por modificaciones epigenéticas en las regiones
promotoras —trimetilacion de la lisina 4 de la Histona 3 (H3K4m3),
marca de activacién transcripcional-que producian cambios enla
estructura de la cromatina haciéndola accesible a los factores de
transcripcion. Los dos grupos de investigadores encontraron que
el mecanismo de compensacién génica depende de un complejo
proteico llamado COMPASS, el cual facilita la trimetilacion de la
Histona 3 (H3K4m3), favoreciendo de este modo la expresion de
los genes.

Pero jcomo la eliminacién especifica de un mRNA por NMD
dispara la sobreexpresién de genes similares y no de otros genes?
Se ha propuesto que proteinas unidas a los fragmentos de mRNA
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sean los medios de transporte que los lleven al nticleo, donde se
unirian asecuencias complementarias de los genes paralogos. Ese
factor podria ser la proteina UPF3, que forma parte del complejo
NMD y que interacciona con el complejo COMPASS. UPF3 guiaria
al complejo COMPASS al gen parédlogo, y éste modificaria la
conformacién de la cromatina, activando la transcripcion (ver
Figura2).

COMO DEBEN HACERSE LOS MODELOS

Con estos nuevos descubrimientos, queda preguntarnos
cémo estamos interpretando en el laboratorio los fenotipos y los
cambios transcripcionales que observamos en los modelos
deficientes en un gen (KO) con respecto a un silvestre. Los
mecanismos de compensacion descritos deben ser tenidos en
cuenta sobre todo a la hora de hacer modelos de enfermedades
humanas.

Por tanto, en la generaciéon de modelos es importante hacer
mutantes que no disparen el mecanismo de compensacion
génica para evitar que los defectos bioldgicos sean
enmascarados.

Para evitar, o al menos minimizar, la compensacion génica
seria recomendable generar alelos mutantes sin produccién de
mRNA, es decir, alelos que no tengan promotor o incluso la
delecion completa del locus. Sin embargo, antes de realizar estas
modificaciones extremas del genoma primero se debe estar
seguro (hasta donde nuestro conocimiento nos permita), que no
haya RNA largos no codificantes o elementos reguladores
imprevistos de genes cercanos, ya que podriamos obtener
conclusiones incorrectas con respecto a la funcién del gen
mutado. Por eso, en paralelo, seria conveniente anadir
experimentos previos con agentes quimicos o herramientas
genéticas que bloqueen o activen elgendeinterés.

Si disponemos de mas informacion sobre el gen a estudiar
(dominios importantes bien caracterizados, regiones
conservadas evolutivamente, por ejemplo) se podria considerar
afinar en el disefo en el sentido de pequefas o grandes
deleciones (un exén completo) que mantengan la fase de lectura
o mutaciones puntuales de un dominio bien estudiado. Estas
mutaciones escaparian de la degradacion del mRNA evitando la
expresion de genes compensadores (ver Figura 3) y dando lugar a
una proteina carente de funcion.



Como evitar compensacion génica
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Figura 3.- Diferentes estrategias para evitar la compensacion génica.
A) Esquema del locus de un gen en el que se observa su region
promotora, exones e intrones. Sobre ella se indican los puntos
de edicion génica (1-3). B) La mutacion por insercién/delecién
(indel) sobre el exdn serd reconocida por la maquinaria de
degradacion del RNA y se activard la compensacion génica. Cy
D) Podemos evitar la compensacion génica disenando dos
puntos de edicién génica (3+1, C) que daran como resultado la
delecion de todo el locus, o bien eliminando la region
promotora del gen (1+2, D). En ambas situaciones no tendra
lugar la transcripcion del RNA y por tanto no se activara el
mecanismo de compensacion génica descrito en la Figura 2.
Obrero con matrtillo y cincel: representa la técnica de edicion del
genoma. Flecha roja: representa una region promotora. Punta de
flecharoja: delecion.

Estas estrategias nos ayudarian a descartar que los fenotipos
observados en el modelo KO estan afectados por el mecanismo de
compensacién génica®.

CONSECUENCIAS PARA LAS ENFERMEDADES GENETICAS
HUMANAS

Anadlisis de secuencias muestran que cada uno de nosotros
lleva la nada tranquilizadora cantidad de alrededor de 100
variantes de pérdida de funcién en homocigosis y
aproximadamente 20 genes completamente inactivados"’.

Un estudio de mas de 500.000 genomas humanos donde se
examinaban 874 genes identificé a 13 individuos llevando
mutaciones que causan enfermedad en 8 genes diferentes sin
ninguna manifestacion clinica de enfermedad'". Otro estudio del
2015 mostré que cerca del 8% de la poblacion islandesa eran
portadores de mutaciones de pérdida de funcién en homocigosis,
sugiriendo que la presencia de PTC en los alelos es mds comun de
lo que pensamos". Recientemente, un analisis de 219 poblaciones
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de toda Asia ha revelado que el 43% de los genes que codifican
proteinas contiene al menos una variante de proteina truncada".

Todos estos estudios identificaron individuos aparentemente
sanos con mutaciones de pérdida de funcién, sugiriendo que la
pérdida de funcién en homocigosis es tolerada bastante bien. Es
probable que la tolerancia o robustez genética sea consecuencia
de la activacién de mecanismos de compensacion génica, ya que
no se observan fenotipos en los individuos con alelos portadores
de mutaciones severas. Ademds, aunque hay que tener en cuenta
otros factores, explicaria la penetrancia incompleta asociada a
algunas mutaciones, que puede ser debida a una respuesta
compensatoria disparada en algunos individuos, pero no en
otros.

Entender los mecanismos de compensacion génica puede
ayudarnos a interpretar porqué algunas mutaciones causan la
enfermedad y otras no. lgualmente, también nos puede permitir
desarrollar terapias mas efectivas que aumenten la robustez del
organismo frente a una mutacion. La estrategia estaria enfocada
mas que a corregir su defecto, a disparar la transcripcion de los
genes paralogos o relacionados que compensen la funcién del
gen defectivo. Podriamos pensar en tomar un medicamento cuya
naturaleza quimica consistiera en un RNA del gen defectivo
conteniendo un PTC. No es una idea descabellada si pensamos
que en el ser humano cada gen tiene una media de 4 transcritos
alternativos por proteina codificada por el mismo gen (la media
del ratén es 2,4 trascritos alternativos por proteina). En algunos
casos llegan a detectarse hasta 13 transcritos diferentes. Con
tanto procesamiento alternativo es probable que el mecanismo
de vigilancia del RNA (NMD) sea incluso mas crucial y por tanto la
aplicacion terapéutica mencionada tenga mucho mésimpacto.

De este modo, utilizando todas las herramientas de las que
disponemos, desde los modelos animales a las técnicas
computacionales, tenemos que seguir profundizando para
entender completamente la compensacion génica, ya que
todavia no esta todo explicado.

La biologia nos da una ensefianza de vida: Cuando una puerta
se cierra, otra se abre, para compensar (modificado del refranero
espanol). Por eso, desde aqui, aunque nos hayamos quedado sin
el jubilo de tener otro Nobel espafol (NOBEL"), lo compensamos
con el hecho de que Francis Mojica (VOCACION"") ha hecho visible
la ciencia basica y la investigacion espafola en los foros mas
importantes de la Ciencia. Gracias Francis.



GLOSARIO

Robustez genética: capacidad de un organismo de soportar
mutaciones sin ser destruido o alterado significativamente.

Epigenética: ciencia que estudia los mecanismos que regulan
la expresion de los genes sin una modificacion en la secuencia
del DNA.

Cambios epigenéticos: cambios heredables en el DNA e
histonas que no implican alteraciones en la secuencia de
nucledtidos y modifican la estructura y condensacion de la
cromatina por lo que afectan la expresion génicay el fenotipo.

Paralogos: genes con un alto grado de identidad, pero que
ambos se encuentran dentro del genoma de una especie. Por
lotanto, uno de ellos ha aparecido por duplicacion del otro,

Ortdlogos: genes que son copias divergentes de un mismo
gen o son similares en diferentes especies por haberse
originado enunancestrocomun.

Mutacion hipomérfica: mutacién cuyo efecto es una
reduccion en la funcionalidad de la proteina resultante,
obteniéndose un fenotipo leve.

Variantes por pérdida de funcion: son aquellos cambios en
el DNA que producen una reduccién o eliminacién de la
proteina bien por la presencia de un codén prematuro de
parada, un cambio en el marco de lectura, o un procesamiento
incorrecto del RNA.

RNA maduro: RNA con modificaciones necesarias para el
proceso normal de traducciéon y para su estabilidad. Las
modificaciones del transcrito de RNA son la adiciéon de una
caperuza (un nucleétido de guanina modificado) en el
extremo 5,y de unacolade poli-A (adenina) en el extremo 3.,
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Propuesta de protocolos anestésicos/analgésicos
para rata, raton, hamster y conejo en funcién
de la severidad de los procedimientos

Alvaro Parrefio Manchado y Luis Mufioz de la Pascua
Servicio de Experimentacion Animal. Universidad de Salamanca

Palabras clave: protocolo, anestesia, analgesia.
INTRODUCCION

El uso de protocolos analgésicos y anestésicos en el desarrollo
de los procedimientos es una actuaciéon cotidiana en nuestros
centros de investigacion. La eleccion de estos estd condicionada
por disparidad de criterios, como pueden ser la severidad del
procedimiento y los condicionantes experimentales. Asi, existen
multitud de combinaciones posibles de farmacos, de las cuales,
tendemos a emplear aquellas mas practicas y efectivas. La
severidad del procedimiento empleado es el factor que mas va a
condicionar nuestra eleccion de combinaciones de farmacos
junto a la posologia empleada, sin olvidar los medios disponibles
en cada centroy su disponibilidad comercial.

El objetivo de este trabajo es proponer unas tablas con pautas
generales para la sedacion, inmovilizacion, anestesia y analgesia,
usando combinaciones de farmacos disponibles comercialmente
en nuestro pais. Dichas combinaciones son propuestas en funcion
del grado genérico de severidad establecido para el
procedimiento. Las posologias y combinaciones estdn basadas en

otras comunmente propuestas en la literatura, asi como, en las
paginas webs de diversos centros de investigacion y de centros
universitarios. Las tablas que proponemos deben considerarse
orientativas, debiéndose consultar con el personal veterinario
paraadaptar las dosis a cada especiey linaje; estado de salud (p. Ej.
animales enfermos); edad (p. Ej. de avanzada edad o geriatricos);
sexo; u otras consideraciones clinicas o experimentales.
Igualmente, estas tablas son orientativas en espera de estudios y
revisiones mas recientes que puedan haberse publicado sobre la
efectividad de las dosis de los farmacos reflejados o nuevas
formulaciones.

En nuestra propuesta para los protocolos analgésicos (ver
Tablas 1-10), se ha optado por una analgesia multimodal tanto
preoperatoriacomo postoperatoria. Laadministracion preventiva
de analgésicos (preoperatorios) previene la aparicién de
fenémenos de sensibilizacion, disminuyendo la intensidad del
dolor postoperatorioy la cantidad de analgésicos necesarios.

Tabla 1.- Protocolos recomendados en funcion de la severidad (raton, ratay hamster).

Cirugia menor (biopsias de piel, rabo,

Anestesia Post-anestesia
ISedacién /Sedacién
A) Leve:
Sin cirugia (inmovilizacion, técnicas de NO Inhalatorios o parenterales NO
imagen)
B) Leve:

Anest. Local + AINE

+ opiaceo

craneotomias, dolor crénico)

implantacién de dispositivos subcutaneos, (opcional) Inhalatorios o parenterales (opcional) | AINE (opcional)
inflamaciones leves)
C) Moderado-Severo:
Cirugia mayor (toracotomias, laparotomias, Anest. Local + AINE Inhalatorios o parenterales AINE + opiaceo
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Tabla 2.- Protocolos para raton.

A) Leve:
Sin cirugia

Pre-anestesia
ISedacion

Anestesia
ISedacion

Post-anestesia
/Sedacion

NO

Isoflurano: Induccion 3-5%
Mantenimiento 1-3%

Ketamina/Diazepam
(100/5) IP, 20-30 min

NO

Ketamina/Acepromacina
(100/5) 1P, 20-30 min

B) Leve:
Cirugia menor, inflamacién

Lidocaina (1-4)
y/o Bupivacaina (1-2)
SC o intraincisional

Isoflurano: Induccién 3-5%
Mantenimiento 1-3%

Ketamina/Diazepam
(100/5) 1P, 20-30 min

Carprofeno (5)

Ketamina/Acepromacina
(100/5) IP, 20-30 min

o Meloxicam (1-2) SC
1-3 dias, cada 12-24 h

Ketamina/Xilacina
(80-100/5-12) IP, 30-45 min

Isoflurano: Induccién 3-5%
Mantenimiento 1-3%

5 —— Carprofeno (5)
Ketamina/Xilacina .
Lidocaina (1-4) y/o Bupivacaina (1-2) (80-100/5-12) IP, 30-45 min o Mfg’gf:smz(lhzl sC
C) Moderado-Severo: SCo |ntra|ncnsnona_| + Meloxicam (1-2) Ketamina/Medetomidina o Bupren’o rfina
Cirugia mayor, etc’. SC + Buprenorfina (0,05-0,2) SC Dexmedetomidina (0,05-0.2) SC
o Fentanilo (0,01-0,5) IP, cada 20 min (75-100/1) IP, 30-45 min 3_5’ dias’. 8-12h
Ketamina/Xilacina/
Acepromacina
(100/10/3) IP, 45-60 min
Tabla 3.- Protocolos pararata.
Pre-anestesia Anestesia Post-anestesia
/Sedacion ISedacion /Sedacion

Isoflurano: Induccion 3-5%

Mantenimiento 1-3%
A) Leve: NO Ketamina/Diazepam NO
Sin cirugia (50-75/5-10) IP, 20-30 min
Ketamina/Acepromacina

(75/2,5) 1P, 20-30 min

Isoflurano: Induccion 3-5%
Mantenimiento 1-3%
: . Ketamina/Diazepam

e Hicala)-5) (50-75/5-10) IP. 20-30 min Carprofeno (5)
; Y Ketamina/Acepromacina o Meloxicam (1-2) SC

Cirugia menor, inflamacién

Bupivacaina (1-2)
SC o intraincisional

(75/2,5) 1P, 20-30 min

Ketamina/Xilacina
(75-100/5-12) IP
30-45 min

1-3 dias, cada 12-24 h

C) Moderado-Severo:
Cirugia mayor, etc'.

Lidocaina (1-4)
y/o Bupivacaina (1-2)
SC o intraincisional
+ Meloxicam (1-2) SC
+ Buprenorfina (0,01-0,05) SC
o Fentanilo? (0,01-0,3) IP, cada
20 min

Isoflurano: Induccién 3-5%
Mantenimiento 1-3%
o Ketamina/Xilacina
(75-100/5-12) IP, 30-45 min

o Ketamina/Medetomidina o
Dexmedetomidina (70-90/0,5-1) IP
30-45 min

O Ketamina/Xilacina/
Acepromacina
(40-50/5/1) IP, 45-60 min

Carprofeno (5) o Meloxicam (1-2) SC
3-5 dias, 24h + Buprenorfina
(0,01-0,05) SC 3-5 dias, 8-12h

45




Tabla 4.- Protocolos para hamster.

Pre-anestesia/Sedacion Anestesia/Sedacion Post-anestesia/Sedacion
Isoflurano: Induccién 3-5%
Mantenimiento 1-3%
A) Leve: NO Ketamina/Diazepam NO
Sin cirugia (70/2) 1P, 30-45 min
Ketamina/Acepromacina
(150/5) IP, 45-120 min
Isoflurano: Induccion 3-5%
Mantenimiento 1-3%
B) Leve: Ketamina/Diazepam Carprofeno (5)
Cirugia m er.1 or Lidocaina (1-4) (70/2) IP, 30-45 min o Ketgprofeno (5)sC
e ’ ylo Ketamina/Acepromacina o Meloxicam (1-2) SC, PO
Bupivacaina (1-2) (150/5) IP, 45-120 min 1-3 dias, cada 24 h
SC o intraincisional Ketamina/Xilacina
(100-200/5-10) IP, 30-45 min
Isoflurano: Induccion 3-5%
Mantenimiento 1-3%
Lidocaina (1-4) e Carprofeno (5)
< Ketamina/Xilacina (100-200/5-10) IP o Meloxicam (1-2) SC
yio Buphmesina (1-2) 8C 30-45 min o Ketoprofeno (5) SC
C) Moderado-Severo: o intraincisional + Meloxicam - — 0 3.5 dias. 24h +
Cirugia mayor, etc!. (1-2) SC + Buprenorfina (0,01- Ketamina/Medetomidina o g
0,05) SC o 2Fentanilo (0,01-0,5) Dexmedetomidina (75-100/0,25) IP Buprenorfina (0,01-0,05) SC
) b i i 3-5 dias, 8-12h
IP, cada 20 min 30-45 min y
Ketamina/Xilacina/Acepromacina
(50-100/10/1) IP, 45-90 min

i

(consultar RD 53/2013, ANEXO IX).
2. Fentanilo:duracion del efecto de unos 20 minutos, redosificar durante la anestesia si esta supera este tiempo.

Tabla 5.- Autoadministracion analgésica enratay raton.

1-3 (5-15 pg/ml gelatina) ratén

En procesos clinicos no quirlrgicos donde se requieran terapias paliativas del dolor moderado o severo, usar la columna post-anestesia para la eleccion de analgésicos

0.4 (rata), 1 mg (ratén) (0,2 mg /1 g Nutella)

Buprenorfina

0,03 mg!/ pellet (ratén)

0,05 mg/ml en agua (ratén/rata)

Ibuprofeno

50-60 mg/kg/dia — 10 ml (20 mg/ml) en 500 ml de agua. Frecuencia: en agua (raton). Cambio de agua cada 3 dias.
60-150 mg/kg/dia — 25 ml (20 mg/ml) en 475 ml de agua. Frecuencia: en agua (rata). Cambio de agua cada 3 dias.

* Analgésico administrado ¢

[ te (autoadmini do):

q de una supervision frecuente de la ingesta para tener la certeza de que alcance la dosis terapéutica.
Todas las dosis de farmacos en agua de bebida son aproximaciones basadas en el consumo diario normal de agua para una especie determinada. Se han descrito respuestas neofébicas al
afiadir farmacos analgésicos al agua de los roedores, lo que puede causar pérdida de peso, pero suele ser temporal. Los farmacos analgésicos deberian afiadirse al agua varios dias antes del
procedimiento que puede causar dolor, para dar a los roedores la oportunidad de aclimatarse al cambio en el agua de bebida. Los farmacos analgésicos que se administran a través del agua de
bebida no deberian utilizarse como tnica fuente de analgesia durante las primeras 24 horas después de un procedimiento doloroso.

Tabla 6.- Protocolos para conejo.

Cirugia menor (biopsias de piel, rabo, implantacién de dispositivos
subcutaneos, inflamaciones leves)

+ AINE (opcional)

(opcional)

Pre-anestesia Anestesia Post-anestesia
ISedacién ISedacién ISedacién
A) Leve: Sedante Inhalatorios o
Sin cirugia (inmovilizacién, técnicas de imagen) parenterales NO
B) Leve: Inhalatorios o
Hetants = Anestlocal parenterales AINE (opcional)

C) Moderado-Severo:

Cirugia mayor (toracotomias, laparotomias, craneotomias, dolor crénico)

Sedante + Anest. local
+ AINE + opiaceo

Inhalatorios o
parenterales

AINE + opiaceo
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Tabla7.- Protocolos para conejo.

A) Leve:
Sin cirugia

Pre-anestesia Anestesia Post-anestesia
ISedacion ISedacion /Sedacion
Isoflurano: Induccién 3-5%
Mantenimiento 1-3%
Diazepam (0,5-3) IM, IV Ketamina/Diazepam NO
O Midazolam (0,25-2) IM, IV, SC (10-40/0,2-5), IM, SC, 20-30 min
Ketamina/Acepromacina

(50/1) IM, 20-30 min

B) Leve:
Cirugia menor,
inflamacion

Midazolam (0,25-2) IM
+ Lidocaina (1-4)
y/o Bupivacaina (1-2)
SC o intraincisional

Isoflurano: Induccion 3-5%
Mantenimiento 1-3%

Ketamina/Diazepam
(10-40/0,2-5) IM, SC, 20-30 min

Ketamina/Acepromacina
(50/1), IM, 20-30 min

Ketamina/Xilacina
(10-50/3-5) IM, IV, SC, 30-45 min

Carprofeno (2-4) o
Meloxicam (0,2-1) SC, PO, 1-3 dias,
cada 24 h o Ibuprofeno (2-7.5) PO,
cada 12-24 h o Ketoprofeno (1-3) IM
1-3 dias, cada 24 h

C) Moderado-
Severo:
Cirugia mayor,
etc'.

Midazolam (0,25-2) IM
+ Lidocaina (1-4)
y/o Bupivacaina (1-2) SC
o intraincisional +
Meloxicam (0,2-1) SC
+ Buprenorfina (0,01-0,05) SC o
2Fentanilo (25 mcg/h) TD, cada 72 h

Isoflurano: Induccién 3-5%
Mantenimiento 1-3%

Ketamina/Xilacina
(10-50/3-5) IM, IV, SC, 30-45 min

Ketamina/Medetomidina o Dexmedetomidina

(15-35/0,125-0,25) IM, SC, 30-45 min

Ketamina/Xilacina/Acepromacina
(35/5/1) IM, IV, SC, 45-90 min

Carprofeno (2-4) o
Meloxicam (0,2-1) SC, PO
3-5 dias, 24h + Buprenorfina
(0,01-0,05) IM, IP, SC, 3-5 dias, 8-
12h o Fentanilo (25 mcg/h) TD
3-5 dias cada 72h

(consultarRD 53/2013, ANEXO IX).

M

farmacocinética del medicamento).

Tabla 8.- Autoadministracién analgésica en conejo.

En procesos clinicos no quirtirgicos donde se requieran terapias paliativas del dolor moderado o severo, usar la columna post-anestesia para la eleccion de analgésicos

Fentanilo: colocar 12-24 horas antes del inicio de la cirugia en una zona de piel en la que se ha recortado el pelo (NO afeitar ni usar crema depilatoria, ya que cambia la

200-500
Paracatamol 1-2 mg/ml en agua de bebida con supervision, porque una sobredosificacion puede causar dafio hepatico.
Paracetamol/Codeina i ;
(120 P:12 C mg/5ml) 1 ml elixir / 100 ml en agua de bebida

* El analgésico administrado oralmente (autoadministrado): requiere de una supervision frecuente de la ingesta para tener la certeza de que alcance la dosis terapéutica.
Todas las dosis de farmacos en agua de bebida son aproximaciones basadas en el consumo diario normal de agua para una especie determinada. Los farmacos analgésicos deberian anadirse
al agua varios dias antes del procedimiento que puede causar dolor, para dar a los conejos la oportunidad de aclimatarse al cambio en el agua de bebida. Los farmacos analgésicos que se
administran a través del agua de bebida no deberian utilizarse como Unica fuente de analgesia durante las primeras 24 horas después de un procedimiento doloroso.

Tabla9.- Anestésicoslocales.

Tabla 10.-Otros farmacos usados.

*Atropina 0,05 SC (IM, SC conejo)
Crema EMLA* 30/2 *Glicopirrolato 0,01-0,1 SC (IM, IV, SC conejo)
Lidocaina ** 5/<1 **Atipamezol 0,1-1IM, IV, IP, SC
Bupivacaina 15/4-8 ***Flumacenilo 11IM, IV
* Tépica: Apli oo ****Buprenorfina 0,01-01 IM, SC
dpica: Aplica una zona en la zona quirdrgica.
** Lidocaina HCl espray 2% (intubacion conejo, aplicacion laringofaringea) *Antibradicardico (uso de glicopirrolato en conejos que presentan atropinasas).
**Antagoniza la accién de la xilacina, medetomidina y dexmedetomidina.

***Antagoniza la accion de las benzodiacepinas (diazepam, midazolam).
**** Antagoniza parcialmente la accién de agonistas p puros (fentanilo, morfina...).
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DISCUSION

En relacion con la eleccién de los farmacos empleados y su
posologia, se han omitido intencionadamente farmacos, cuyo
intervalo entre dosis (<8-12 horas), implique administracion
nocturna, o que puedan aumentar el estrés y sus efectos adversos
debidos a la manipulacién frecuente de los animales (Schaap M. et
al.2012).

Por otro lado, las terapias analgésicas mediante
autoadministracién, como las gelatinas o soluciones azucaradas,
requieren de una supervisién continua para garantizar la dosis
terapéutica recomendada, siendo ese aspecto muy importante
para garantizar su efectividad. El apetito de los animales puede
estarasimismo disminuido a causa del dolor, el estrés quirurgico, o
una recuperacion tardia de la anestesia, por lo que la ingesta de
alimento y agua puede verse comprometida. Debido a esta
posible limitacién, algunos protocolos aumentan la frecuencia de
administracion las primeras 24 horas.

En procedimientos donde sea vital el uso de terapia paliativa
de larga duracién con dolor severo, se debe contemplar el uso de
dispositivos de administracién continua, como las bombas
osméticas (p. Ej. bombas osméticas ALZET®). Para procedimientos
quirdrgicos de duracién mayor a una hora, es recomendable el uso
de anestesia inhalatoria. Es necesario también, valorar la
posologia usada en funciéon de la evaluacion periédica del dolor y
la posible interferencia experimental.

Por ultimo, debemos prestar atencién a la aparicion en el
mercado de nuevos fdrmacos analgésicos de liberacién sostenida,
cuyo uso puede ser en el futuroinmediato, un recurso idéneo para
el manejo del dolor posterior inmediato al procedimiento o en
patologias crénicas. Entre ellos, podemos citar los ya
comercializados Meloxicam SR® (Mexas A.M., et al.) o
Buprenorphine SR®, los cuales permiten espaciar las dosis en el
tiempo disminuyendo el estrés de la administracion. De igual
modo seria interesante disponer de presentaciones
comercializadas como medicamentos de uso humano, como los
parches transdérmicos de opidceos (p. Ej. fentanilo y
buprenorfina), que pueden ser de mucha utilidad en algunas
especiesy modelos experimentales.
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INTRODUCCION

El principio de las 3Rs fue introducido en los afos 60 y
establece los estandares aceptados para investigar con animales.
Estos principios han sido endorsados e incorporados de una
manera responsable en las précticas de todos los cientificos y
forman parte de las leyes nacionales e internacionales que regulan
el uso de animales en procedimientos cientificos. Las 3Rs son:
reemplazo, reducciény refinamiento.

El Reemplazo consiste en crear y promover métodos que
ayuden a sustituir el uso de animales. Un planteamiento
alternativo a la experimentacion con animales seria el uso de
métodos in vitro. Aunque, actualmente, sea complicado que los
modelos in vitro reemplacen totalmente a los modelos animales, si
gue pueden reducir bastante el nimero de animales empleados
en experimentacion'.

Una ventaja de los modelos in vitro es que no estan sujetos a
las limitaciones metodoldgicas y legales, como los estudios en
humanosy animales; y, ademds, pueden ayudarnos a comprender
los mecanismos de enfermedades, sus complicaciones,y alalarga,
su prevenciony tratamiento.

Sin embargo, no siempre es facil elegir el modelo in vitro mas
adecuado, y en el caso de trastornos metabélicos complejos como
esladiabetes mellitus (DM), puede ser especialmente complicado.
Este articulo se centra en la descripcién de modelos in vitro para
estudiar la diabetes en general y la diabetes asociada a la
gestacion.

PUNTO DE PARTIDA

Esimportante subrayar que, antes de empezar con un estudio
invitro,deben tenerse en cuenta, principalmente, dos aspectos:

50

La eleccion del modelo: el modelo debe seleccionarse de
acuerdo con el objetivo del estudio, y debe estar claramente
definido: jen qué tipo de DM nos estamos enfocando? jesuna
diabetes tipo 1 (DM1), diabetes tipo 2 (DM2), o diabetes
asociada a la gestacion lo que queremos evaluar? Y
especificamente respecto al embarazo, ;se trata de una
diabetes pregestacional o gestacional?

El entorno experimental: el ambiente experimental (y
control) elegido, debe imitar la DM (y control sano) lo mas
fielmente posible. Seguin la Asociacién Americana de
Diabetes (ADA), la DM en humanos se define por unas
concentraciones de glucosa en plasma en ayunas por encima
de 126 mg/dl o concentraciones de glucosa determinadas en
momentos aleatorios (o tras una sobrecarga oral de 75 g de
glucosa) por encima de 200 mg/dl’. El diagndstico de la
diabetes mellitus gestacional (DMG) se basa en la realizacion
de sobrecargas orales de glucosa, uno de los métodos mas
empleados consta de dos pasos: una primera sobrecarga oral,
enlaqueseadministraunadosis de 50 g de glucosaenayunas
a las madres embarazadas y se determina la glucosa
plasmética pasada una hora de la administracién (test de
O’Sullivan).Sidespués delahoralos valores son de 140 mg/dl,
la prueba de cribado seria positiva. Para el diagnéstico
definitivo, se realizaria otra sobrecarga administrdndose 100g
deglucosaenayunas,y se mediriala glucosaen plasma:antes,
alahora, alasdosy alas tres horas tras la administracion. Si se
tienen dos o més valores iguales o superiores a 95 mg/dl en
ayunas, 180 mg/dl a la hora, 155 mg/dl a las dos horas 6 140
mg/dl a las 3 horas (criterios de Carpenter y Coustan), se
diagnostica de DMG’. Una mujer gestante con diabetes
diagnosticada previamente a la gestaciéon tendra una
diabetes pregestacional.
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A continuacién, se explican con mas detalle las diferentes
iones que existen hasta el momento en cuanto a modelos in

vitro, para elegir aquél que mas se ajuste a nuestro estudio, y
establecer el entorno experimental diabético.

1. Eleccion del modelo. Tipos de modelos in vitro

En los dltimos anos ha habido un progreso notable en el

desarrollo de modelos in vitro para estudiarlaDMy la DMG.

Los diferentes modelos in vitro se explican siguiendo el

esquemaque serecogeenlaTabla 1:

Tabla 1.-Modelos invitro de diabetes y diabetes gestacional.

Modelos in vitro de
diabetes

a) Modelos celulares

b) Islotes pancreaticos aislados

c) Células madre humanas

d) Cultivo 3D. Organoides

e) Cultivo de hepatocitos y células del musculo esquelético

Modelos in vitro de

a) Lineas celulares primarias

b) Células de coriocarcinoma
c) Células inmortalizadas

a

Hiah o

fanls d) Células madre trofoblasticas

la g

e) Organoides placentarios
f) Cultivos embrionarios

1.1.

Modelos invitro de diabetes

La eleccion del modelo in vitro dependera del objetivo del

estudio (ver Tabla 2). Si, por ejemplo, se quiere estudiar la
secrecién de insulina, se hard mediante células e islotes

pan

credticos; y si se quiere estudiar la accion o sensibilidad a la

insulina, se hard mediante el estudio de los tejidos diana (musculo,
higado, tejido adiposo y la propia célula ). A continuacién, se
describen los diferentes modelos:

a)

Modelos celulares
Lineascelularesanimales

Las lineas celulares provenientes de animales han
permitido estudiar la fisiologia de la DM y el desarrollo de
farmacos. Los roedores han sido la principal fuente de lineas
de células B, siendo la linea celular BRIN-BD11 una de las mas
utilizadas. Esta linea es empleada en el estudio de la biologia
de las células B y en la investigacion farmacoldgica, ya que se
considera que refleja con bastante fidelidad la respuesta
normal a la glucosa y a otros agentes moduladores de la
secreciéon deinsulina. Otras células, en este caso obtenidas de
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insulinoma de rata, son las INS-1, utilizadas por gran nimero
de investigadores por su facil y rapida proliferacion en cultivo,
aunque su respuestaa la glucosa esmenor que ladelosislotes
primarios (ver més abajo).

- Lineascelulareshumanas

El uso de una linea celular humana estable tendria una
aplicacion clinica mas directa que el uso de lineas celulares de
animales. Sin embargo, su generacién no es sencilla. La
mayoria de ellas tienen defectos genéticos, crecen
lentamente o tienen una respuesta insuficiente a la glucosa.
No obstante, también hay lineas celulares bien caracterizadas,
como las lineas de células B pancreaticas NAKT-15y 1.1 B4. La
linea celular NAKT-15 es capaz de restaurar la normoglucemia
en ratones diabéticos, y la linea celular 1.1 B4 se utiliza para
estudiar la biologiay funcién delas células f humanas, al igual
que los efectos glucotéxicos en la expresion génica y los
mecanismos de secrecion de insulina. Hay que destacar
también la linea estable de células 3 humanas EndoC-bH1,
que presenta muchas aplicaciones y responde a la glucosa en
un rango fisioldgico. A partir de ellas se generaron las EndoC-
BH2 y EncoC-bH3 que son muy similares a las células
primarias.

b) Islotes pancreaticos

El péncreas endocrino esta organizado en islotes con cinco
tipos de células principales, que secretan una hormona diferente:
células a (glucagén), células B (insulina), células PP (polipéptido
pancreético), células & (somatostatina) y células £ (grelina)’.

El uso de islotes pancreéticos enteros cultivados ex vivo tiene
la ventaja de reproducir mas fielmente lo que sucede in vivo, ya
que mantienen su estructura tridimensional y contienen todos los
tipos celulares. Se utilizan para estudiar la biologia del péncreas
endocrino, no sélo la de las células 3 sino para el desarrollo de
nuevos medicamentos; y de manera especial, para estudiar
intervenciones potencialmente preventivas frente al desarrollo
delaDM".

Con los anos, los islotes de roedores empleados en la
investigaciéon de DM estédn siendo reemplazados por islotes
humanos. Gracias al apoyo de diversas instituciones y programas
de diabetes a nivel mundial, asi como la organizacién de redes y
consorcios, como el Consorcio del Centro de Recursos de Células
de Islote (ICRCC) (http://icr.coh.org/) ha aumentado la



disponibilidad de islotes pancreaticos humanos para
investigacion, tanto de pacientes como de controles sanos. Esto
ha permitido avances en relacién al conocimiento de la estructura
del islote, la expresion génica, la secreciéon de insulina, la
proliferacién celulary surespuestaasituaciones de estrés".

Sin embargo, todavia no hay disponibles unos criterios
universalmente aceptados para definir la calidad del islote
humano. Algunos autores usan la produccién de insulina para
medir su calidad, proponiendo una lista de caracteristicas que
deberian informarse sobre cada preparacion de islotes humanos:
informacion sobre su origen, centro de aislamiento, pureza y
viabilidad estimadas, tiempo total de cultivo, medicién funcional y
descripcién del uso deislotes, entre otros".

c¢) Células madre humanas

Se pueden obtener células pancreaticas productoras de
insulina mediante la diferenciaciéon de células madre
pluripotentes humanas (hPSC), células madre embrionarias
humanas (hESC) y células madre pluripotentes inducidas (hiPSC).
Para ello, es necesario partir de fibroblastos o células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes,
reprogramar para obtener hiPSC’, y luego diferenciarlas en las
célulasdeinterés.

Las hPSC son una fuente renovable de células B y ademas
pueden modificarse genéticamente’. Ello supone una ventaja
para la investigacion de la DM humana, representando un nuevo
modelo para estudiar mecanismos patogénicos y probar
farmacos. Otra de las ventajas de estas células es que se pueden
usar como parte de nuevas tecnologias, tales como dispositivos
organ-on-a-chip, secuenciacion de ARN celular, desarrollo de
células hipoinmunogénicas y promocion de la vascularizacion de
las células °.

Aunque los procedimientos para su desarrollo pueden ser
relativamente largos y engorrosos, diversos grupos han logrado la
optimizacion de estos protocolos logrando producir células
progenitoras pancredticas e islotes inmaduros. No obstante, aun
queda trabajo por hacer en el proceso de obtencién de células
maduras capaces de secretar insulina in vivo en respuesta a la
glucosa’.

d) Cultivosdeorganoides

El desarrollo de sistemas de cultivo celular en tres
dimensiones (3D) ha revolucionado el estudio de enfermedades in
vitro; ya que, representan de manera mas fidedigna la estructura

92

del érgano afectado que los sistemas en dos dimensiones (2D).
Entre los sistemas 3D se distinguen los agregados celulares o
esferoides, quistesy organoides verdaderos.

Los esferoides son agregados celulares sin un lumen central,
los quistes son esferas de células epiteliales con un lumen central,
mientras que los organoides verdaderos son estructuras
complejas y polarizadas con un lumen central. Un organoide se
puede definir como una estructura tridimensional obtenida a
partir de células madre pluripotentes, células madre de tejidos
neonatales o células madre o progenitoras adultas, que se
organizan espontdneamente en una estructura que refleja el
tejido in vivo a nivel de composicion celular y funcional. Estos
organoides se pueden usar para modelizar enfermedades in vitro
y como fuente de material para terapia celular o trasplante.

El objetivo ultimo de la biologia de organoides para la
medicina regenerativa, es generar in vitro érganos funcionales
empleando las células propias del paciente, con el propésito de
establecer una terapia celular, un trasplante o una sustitucion. La
mejor opcion es generar los organoides empleando iPSCs
derivadas de fibroblastos o células mononucleadas de sangre
periférica. La generacién de estas iPSCs requiere protocolos de
alta complejidad técnica y precisa un profundo conocimiento de
los mecanismos embrionarios y de sefalizacion implicados en su
futura diferenciacion.

Los quistes pancreaticos y organoides se pueden derivar de
tejidos fetales de ratén. Estan compuestos por células acinares,
ductales, endocrinas y exocrinas, por lo que reflejan fielmente la
composiciéon celular pancreédtica. También se ha conseguido
generar quistes y organoides a partir de células de pancreas
adultos, en los que el tipo de organoides varia dependiendo de la
poblacién celular de origen. En unos casos, estdn compuestos por
células ductales que solo pueden diferenciarse a células
endocrinas tras su trasplante, y en otros casos se obtienen quistes
formados por células endocrinas y acinares. Aunque podrian ser
empleados para modelizar enfermedades del pancreas como la
DM, su utilidad auin esta por comprobar.

La generacién de esferas pancreéticas humanas se consiguio
por primera vez mediante la reprogramacion de reguladores del
desarrollo de los islotes. Estas esferas se pueden diferenciar en
células endocrinas in vitro. Recientemente, empleando las
condiciones de cultivo de organoides de ratén a tejidos fetales
humanos, se han conseguido generar quistes pancreaticos
humanos con poca capacidad de diferenciacion’™.



Varios grupos han dirigido sus esfuerzos a generar esferoides
tipo islote, empleando lineas celulares hESCs o hiPSCs en lugar de
generar organoides pancreaticos. Las células EndoC-3H1, EndoC-
BH2 y EndoC-BH3 pueden ser cultivadas como pseudo-islotes
tridimensionales in vitro. Otras células, como las 1.1 B4, forman
‘pseudo-islotes’ de manera espontdnea y muestran una mayor
resistencia a toxicidad y dafo de ADN que si se cultivan en
monocapa’. La principal ventaja del empleo de pseudo-islotes en
lugar de islotes pancreaticos de donantes es su disponibilidad;
ademads, reproducen la actividad de los islote, puesincrementan la
produccidon deinsulina en respuesta a glucosa. Otra ventaja es que
pueden ser modificados genéticamente, pero carecen de
vascularizaciény de unaestructuraintrinseca®.

La funcionalidad de los organoides se puede mejorar
aumentando su complejidad mediante bioingenieria con co-
cultivos o matrices biomiméticas. Co-cultivos de células tipo islote
con células madre mesenquimales y células epiteliales amnidticas
humanas mejoran el injerto, la viabilidad y la funcién en
experimentos de trasplante debido al aumento de la
vascularizacién. Los co-cultivos también se pueden realizar con
lineas celulares como MING. El objetivo del empleo de matrices
biomiméticas es proporcionar un ambiente extrinseco que
suministre sefales bioquimicas y biofisicas, incluyendo un
soporte estructural, al organoide en crecimiento. Por ejemplo,
organoides tipo islote a partir de hESCs empleando Matrigel y
coldgeno como matriz, segregan insulina en respuesta a glucosa.
Finalmente, se puede emplear una mezcla de co-cultivo con
matrices biomiméticas. En este caso se usaron hESCs junto con
células endoteliales y un hidrogel y también segregan insulina en
respuestaaglucosa.

En resumen, se han desarrollado multiples protocolos y
métodos para generar organoides pancredticos o tipo islote, que
se podrian emplear potencialmente para trasplantes de pacientes
diabéticos, como alternativa al uso de animales en ciertas fases de
desarrollo, o paralaobtencion deislotes pancreaticos.

e) Cultivo de hepatocitos, células del musculo esquelético y
tejido adiposo para el estudio de laresistenciaalainsulina

Los hepatocitos y las células del musculo esquelético junto
con otras células participan en el mantenimiento de los niveles de
glucosaensangrey en laeliminacién de los dcidos grasos libres en
plasma.

En la DM2, la resistencia a la insulina (RI) se manifiesta por el
aumento de acidos grasos libres, una mayor produccién de
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glucosa hepaticay una disminucién de la absorcion de glucosa en
el musculo esquelético. Un exceso de acidos grasos libres en la
sangre provoca una mayor acumulacion de metabolitos lipidicos
enelhigadoy el musculo esquelético, lo que puede empeorarain
mas la RI. Por tanto, los modelos in vitro de células hepéticas y del
musculo esquelético humano in vitro tienen un papel muy
importante.

Una de las lineas celulares mas utilizadas como modelo
hepatico es la HepG2, una linea celular de carcinoma
hepatocelular derivada de células tumorales de higado fetal
humano y que es muy similar a las células del higado'. Estas
células se utilizan como modelo de resistencia a la insulina
hepética ahadiendo palmitato (acido graso saturado) y oleato
(acido graso insaturado) en distintas proporciones al cultivo, para
inducir la sobrecarga de grasas e investigar su acumulacion, la
citotoxicidad y laapoptosis en las células. Los resultados muestran
gue una alta proporcion de acido palmitico produce un efecto
nocivo agudo de sobreacumulacién de grasas en el higado; por
tanto, estos modelos celulares hepdticos podrian ser adecuados
para investigar experimentalmente el impacto de la esteatosis
hepatica'. Ademas, estas células han sido usadas también para
establecer un modelo de Rl mediante palmitato y glucosamina, y
estudiar el efecto hipoglucemiante de una hierba puerarina”.

Hay autores que han utilizado las células HepG2 para explicar
la fisiologia del receptor de insulina soluble, ya que encontraron
que las caracteristicas moleculares y los cambios en los niveles del
receptor en estas células, eran similares a los que se producen en
plasma de pacientes con diabetes. Estos hallazgos muestran que
este modelo in vitro podria ser Util para determinar el mecanismo
molecular subyacentea la escisién del receptor deinsulina®.

Actualmente, también se estan implementando cultivos en
3D. Unos autores han creado esferoides tridimensionales con
HepG2 y hepatocitos primarios de ratas (rPH), utilizando
fragmentos de fibra inyectable con injertos de galactosa (gSF)
como sustrato. Los esferoides rPH y HepG2 muestran fuertes
interacciones célula-célula y célula-fibra para promover la
viabilidad celular, demostrando ser un modelo prometedor para
el metabolismo de la glucosa (esferoides rPH) y los lipidos
(esferoides HepG2).

Entre las lineas celulares de musculo esquelético, los miocitos
C212 pueden ser usados para estudiar los mecanismos
protectores del ejercicio frente a la Rl inducida por lipidos, un
factor clave de la DM2; al igual que para investigar el efecto de
acidos grasos, miRNAsy genesdianaenlaRlI.



Ambas lineas celulares, HepG2 y C2C12, pueden usarse de
manera complementaria para tener una vision mas amplia de los
mecanismos de Rl o para ensayar con farmacos que permitan la
captacion delos acidos grasos, disminuyendo asi suacumulacion.

La Rl se puede inducir en cultivos in vitro de adipocitos
mediante una variedad de tratamientos. Se ha visto que diferentes
modelos de adipocitos in vitro capturan caracteristicas distintas de
la Rl adiposa, y un tratamiento combinado de TNF-a e hipoxia
imita mejor los cambios que se producen in vivo™. Los adipocitos
primarios aislados de tejido adiposo de rata y las lineas celulares
de fibroblastos de raton diferenciadas 3T3-L1 son modelos
experimentales de uso comun. Como ocurre con todas las células
primarias, la alta variabilidad, las bajas tasas de proliferacion, el
alto coste y los problemas con la disponibilidad de tejido fresco,
limitan el uso de adipocitos primarios. La linea celular de
adipocitos 3T3-L1 se ha utilizado como modelo para determinar
los mecanismos antidiabéticos y la eficacia de los extractos de
plantas paralaresistenciaalainsulina".

Enresumen, los hepatocitos, células del musculo esqueléticoy
adipocitos nos permiten estudiar su papel en el metabolismo dela
glucosaydeloslipidos, y ensayar farmacos para tratarla DM2.

1.2. Modelosinvitro de diabetes en el embarazo

En primer lugar, es importante distinguir entre diabetes
pregestacional y diabetes gestacional. La diabetes pregestacional
es aquélla que esta presente antes de la gestacion y puede ser
DM1 o DM2. La influencia de los dos tipos de diabetes sobre el
embarazo se correlaciona con la duraciéon de la enfermedad vy,
sobre todo, con la presencia de complicaciones. La diabetes
gestacional se define por la Organizacién Mundial de la Salud
como la hiperglucemia diagnosticada por primera vez durante la
gestacion.

La diabetes confiere un alto riesgo a la gestacion. La diabetes
pregestacional se asocia a un mayor riesgo de malformaciones
fetales y abortos, muy relacionados con el grado de control
glucémico. A lo largo del embarazo, las mujeres con diabetes
presentan mas riesgo de hipertension gestacional, preeclampsiay
polihidramnios. Respecto al recién nacido, aparecen
complicaciones como: hipoglucemia, hiperbilirrubinemia,
hipocalcemia, policitemia, sindrome de distrés respiratorio y
cardiomiopatia; ademas de la morbilidad asociada al parto
pretérmino, retraso del crecimiento intrauterino, macrosomia o
malformaciones congénitas. Algunas de estas complicaciones
pueden estar mediadas por la placenta. EI ambiente diabético
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expone a la placenta a cambios morfolégicosy funcionales a nivel
celular y tisular, que pueden producir profundos efectos en su
desarrollo y funcion durante la gestacion. La placenta humana
estd formada por tres poblaciones principales de trofoblastos:
citotrofoblastos (CT), citotrofoblastos extravellosos y
sincitiotrofoblastos. A continuacion, se describen varios modelos
y lineas celulares disponibles para investigar el efecto de laDMen
la placenta, y modelos in vitro de cultivos embrionarios para
estudiar el efecto de la diabetes en su desarrollo®.

a) Lineascelulares primarias deorigen placentario

Las lineas celulares primarias de origen placentario
pertenecen a las fases de gestacién temprana o a término.
Algunas de ellas se han utilizado para estudiar diferentes aspectos
de la funcién del trofoblasto, como la invasién, la migracién y la
inmunologia. Hay autores que las han utilizado para estudiar la
asociacion entre el metabolismo de los lipidos maternos y la
DMG".

Durante la implantacién del blastocisto se forman nuevos
tipos de células trofoblasticas diferentes, lamadas el trofoblasto
velloso (TV) y extravelloso (TEV). Los trofoblastos vellosos (TV)
primarios forman el &rbol velloso que es bafiado por la sangre
materna en el espacio intervelloso y participan en los
intercambios entre el feto y la madre. Se ha estudiado el efecto de
los 4cidos grasos libres palmitato y oleato, sobre la viabilidad y la
funcién de estos trofoblastos en cultivo™; y, especificamente, para
comprender el efecto de la obesidad materna antes del embarazo
enlaDMGYy en la preeclampsia y las complicaciones en el feto de
esta Ultima. Estudios similares investigan el efecto de IL-6 y TNF-a
(elevado en GDM y obesidad) sobre la acumulacion de acidos
grasosen el cultivo de células de trofoblasto primario humano".

No obstante, las células primarias tienen algunas limitaciones,
como un numero relativamente bajo de células aisladas, una vida
util corta y la falta de proliferacién in vitro. Para superar estas
limitaciones, se han establecido varias lineas celulares
trofoblasticas utilizando dos métodos: el establecimiento de
lineas celulares de coriocarcinoma humano, y la introduccién del
gen que codifica el antigeno grande T40 del poliomavirus simio
(Sv40T).

b) Célulasdecoriocarcinoma

A pesar de ser un modelo de células cancerosas, las células de
coriocarcinoma se usan ampliamente para estudiar la funcién de
la placenta. Las ventajas de estas células son:facilidad de cultivary



propagar, capacidad de barrera, expresion de los transportadores
de glucosa (GLUT-1, GLUT-3) y liberacion de hormonas. Entre ellas
se incluyen: BeWo, JAR y Jeg-3. También hay células de
coriocarcinoma AC-1 fusionadas con células de trofoblasto del
primery tercer trimestre, como son las ACH-3Py AC1-M59.

Estas células se han utilizado bastante como modelos in vitro;
sin embargo, presentan diferencias relevantes con respecto a los
trofoblastos primarios, como es la distinta expresion de HLA
(human leucocyte antigens) de estas células que pueden tener
repercusiones funcionales. Ademas, los estudios en metilacion del
ADN muestran una alta variabilidad que produce perfiles de
expresion diferencial. Por lo tanto, para interpretar los resultados
obtenidos con células de coriocarcinoma debia compararse con
los obtenidos con células primarias™.

¢) Célulasinmortalizadas humanas

Una de las lineas celulares inmortalizadas humanas mas
utilizadas es la linea celular de trofoblasto extravelloso (TEV) del
primer trimestre humano (HTR-8/SVneo). Esta linea se desarroll6 a
partir del TEV del primer trimestre infectdndolo con SV40T.
Contiene dos poblaciones de células que sugieren la presencia de
trofoblasto y células estromales/mesenquimales. Las células HTR-
8/SVneo se utilizan en gran medida para estudiar las funciones del
trofoblasto durante la fusién celular, la migracién y la invasion
durante la hiperglucemia®.

Las células HTR-8/SVneo se usan también para estudiar los
perfiles de expresion de micro-ARN en condiciones de glucosa
alta. Como ejemplos estéd la evaluacion de lainfluencia de miR-137
en la viabilidad y migracion del trofoblasto en condiciones de alto
contenido de glucosa; estudios sobre el efecto combinado de
glucosa y &cidos grasos en la implantacion temprana; para
determinar los efectos de la hipoxia en la implantacion y el papel
delaglucosay sustransportadores™.

Una de las ventajas mas relevantes de estas células es la
disponibilidad ilimitada y por tanto la reproducibilidad de los
experimentos, convirtiéndolas en modelo de eleccién en
investigacion. Sin embargo, como muchas otras lineas celulares,
las HTR8/SVneo difieren de los trofoblastos primarios en algunos
aspectos y puede que en ocasiones no reflejen con precision las
propiedades del trofoblasto.
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d) Célulasmadredel trofoblasto humano

Recientemente, se ha desarrollado un sistema de cultivo para
generar células madre de trofoblasto humano a partir de
blastocistos y placentas tempranas. Estas células son
genéticamente estables y pueden usarse potencialmente para el
estudio del desarrolloy funcién dela placenta'.

Las células madre del trofoblasto humano parecen
prometedoras para evaluar lainfluenciadelaDMen el desarrolloy
la funcion del trofoblasto, pero necesitan mas estudios para
caracterizar completamente el modelo.

e) Organoidesde placenta

Existe la posibilidad de generar esferoides de trofoblasto
extravelloso mediante el cultivo de células HTR8/SVneo EVT en
placas de muy baja adherencia, usados como modelo de invasion
de trofoblasto extravelloso. Pero, recientemente, se han generado
organoides de trofoblastos que modelizan las interacciones
materno-fetales. Estos estudios muestran cdmo generar
organoides de placenta de primer trimestre de embarazo de las
semanas 62-92 ¢ 62-72. Estos organoides presentan un alto valor
para el estudio in vitro de cdmo afectan al desarrollo y funcién de
la placenta situaciones patolégicas como la DM”. Los nuevos
organoides de trofoblastos derivados de muestras humanas
abren nuevas oportunidades para modelizar las interacciones
materno-fetales que son de gran interés y profundizaran nuestro
conocimiento de como las placentas se desarrollan en las mujeres
con DM. Sin embargo, estos modelos tienen sus limitaciones pues
sélo reflejan el componente de trofoblasto de la placenta, por lo
que, seran necesarios otros estudios que incluyan métodos de
bioingenieria que generen organoides que representen
fielmentealaplacenta.

f) Cultivosembrionarios

La DM materna se asocia con un retraso en el desarrollo
embrionario preimplantacional en modelos de ratén, debido a la
apoptosis y a cambios en su estado metabdlico. El desarrollo
preimplantacional discurre desde la fecundacion hasta la
implantacion del embrién en el Utero. Durante este periodo se
producen dos decisiones de destino celular dando lugar a tres
poblaciones celulares. En la primera decision, las células se
diferencian en trofectodermo (TE) o células de la masa celular



interna (MCI). Las células descendientes del TE formaran la
placenta embrionaria, mientras que las de la MCl deciden en
diferenciarse en epiblasto (Epi) o endodermo primitivo (EPr). Las
células del Epi formaran principalmente el embrién propiamente
dicho, mientras que las células del EPr generan el endodermo del
saco vitelino™.

Para investigar el efecto del ambiente intrauterino de madres
diabéticas en el desarrollo preimplantacional, se pueden cultivar
los embriones in vitro en altas concentraciones de glucosa. Este
método permite estudiar defectos tempranos del desarrollo sin
tener que inducir DM en las madres. Si se cultivan embriones de
raton en presencia de altos niveles de glucosa, se reduce el
numero total de células del embridn, asi como de células del TE en
estadio de blastocisto, y también hay defectos en la decision de
destino de las células de laMCI”.

Un modelo alternativo para estudiar el efecto de altas
concentraciones de glucosa durante el desarrollo embrionario
temprano es el uso de blastoides y organoides de la MCI. Los
blastoides son estructuras que se asemejan morfoldgica y
transcripcionalmente a los blastocistos y se generan a partir de
células madre del trofoblasto y embrionarias. Los organoides de la
MClI son esferoides tridimensionales generados a partir de células
madre embrionarias modificadas de ratén que reproducen la
decision de destino celular a Epi o EPr. En este contexto, ambos
modelos se podrian emplear para reemplazar el uso de ratones in
vivo. Para ello, estas células se podrian cultivar en presencia de
altas concentraciones de glucosa y caracterizar los defectos y
causas queresultanenlapoca calidad de losembriones de madres
diabéticas™.

2. El entorno experimental

Para reproducir el ambiente diabético, después de elegir el
modelo celular que mas se ajuste a nuestro estudio, debemos
recrear las condiciones adecuadas y lo més parecidas a las que se
dan en un ser vivo con diabetes. Esto nos permitira estudiar el
efecto de la DM en las células {3, los islotes pancredticos, etc.
einclusoen el desarrolloy fisiologia dela placentay del embridn.

Como se menciond anteriormente, la DM se define por
concentraciones de glucosa en plasma-en ayunas-por encimade
126 mg/d|, o concentraciones de glucosa aleatorias por encima de
200 mg/dl; siendo los limites alin mas bajos para la DMG”. En
cuanto a reproducir el ambiente diabético de DM2, hay que tener
en cuenta tanto las concentraciones de glucosa como las
concentraciones de dcidos grasos.
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Sin embargo, las concentraciones utilizadas en investigacién
para imitar la diabetes in vitro no siempre son consistentes. La
mayoria de los autores estan de acuerdo en las concentraciones
paraimitar, pero hay que otros que usan 126 mg/dI*, 180 mg/dI*' o
incluso 198 mg/dl de glucosa”. Para simular condiciones de
diabetes, se usan diferentes concentraciones: 360 mg/dl, 396
mg/dl, pero es 450 mg/dl la concentraciéon de glucosa mas
frecuentemente utilizada, o incluso también 639 mg/dI””"****,

En cuanto a las condiciones prediabéticas, las
concentraciones elegidas son 180 mg/dly 198 mg/dl de glucosa.
Todos estos autores consideran como normoglucemia 100 mg/dl
deglucosa™”.

En el caso del cultivo de embriones con niveles altos de
glucosa existe cierta controversia sobre la concentracion en el
tracto reproductivo donde se desarrollan los embriones, y la
concentracién que proporciona un desarrollo éptimo cuando
éstos se cultivan in vitro; por lo tanto, los diferentes estudios
emplean concentraciones crecientes de glucosa en su medio de
cultivo. Mientras que en condiciones control se emplea una
concentraciéon de 0,2 mM de glucosa, en condiciones
experimentales se usa hasta una concentracion de 52 mM; pero la
mayor parte de estudios emplean de 15a27 mM, que es 2-3 veces
mas que la hallada en suero de ratones no diabéticos™.

Respecto a los modelos de DM1, para crear su entorno
experimental (independientemente del modelo elegido) hay que
tener en cuenta otro componente importante, el inmunoldégico.
Existen combinaciones especificas de citocinas inflamatorias
IL-1B, IL-6, IFN-y y TNF-a que muestran un efecto citotéxico
sinérgico sobre la célula B, induciendo mecanismos apoptéticos.
La exposicion a IL-1B, IFN-y y/o a TNF-a de las células 3, conduce a
la apoptosis por varios mecanismos: el estrés del reticulo
endoplasmatico (RE), la liberacion de sefales de muerte (death
signals) de las mitocondrias, fragmentacién en el ADN, etc. Estos
mecanismos siguen sin estar claros, por lo que existen varios
estudios que cultivan in vitro diferentes lineas celulares de rata,
ratén y humano en presencia de diferentes cantidades de estas
citoquinas. Gracias a ellos, se ha demostrado por ejemplo, que la
IL-13 es un contribuyente importante a la destruccién
autoinmune de las células 3 en DM1, y recientemente se ha
relacionado con el desarrollo de DM2*, Ademas, se vio que la
sobreexpresiéon de IGF2 confiere proteccién contra la apoptosis
delas células Binducida por IL-1(3, cuando se cultivaban las células
con bajas concentracionesde IL-1 .
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En cuanto a la IL-6, se sabe que los niveles circulantes estdn
elevados en pacientes con DM2, pero se debate sitieneunrolenla
patogénesis de la DM2. En un estudio muestran que la exposicion
de células B derata (INS- 1 0 INS-832/13) con IL-6 durante 48 horas
puedeinducirlamuertedelas células *.

En otro estudio realizado con células productoras de insulina
deratay ratén, islotes pancredticos humanosy células EndoC-BH1
humanas expuestas a IL-1f3, TNF-a e IFN-y, se observo que el éxido
nitrico juega un papel clave en el estrés del RE inducido por
citoquinas en islotes de ratas, pero no en los de ratones o
humanos. Parece que en las personas el estrés del ER inducido por
citoquinas contribuye a la muerte de las células B, al menos en
parteatravés de laactivacién de enzimas quinasas JNK*.

Se ha identificado la inflamacién crénica de bajo grado como
un factor comun de la obesidad, la resistencia a la insulina y la
DM2. De hecho, los tejidos de personas obesas estan fuertemente
infiltrados por células inmunes inflamatorias (por ejemplo,
monocitos, macréfagos, células Th1). Estas células interactian con
los adipocitos para desencadenar una inflamacién crénica que
genera resistencia a la insulina en los propios adipocitos, lo que
conduce a la DM2. La gran mayoria de la investigacion basica
sobre DM2, incluida la interaccién adipocitos-leucocitos, se ha
realizado en modelos animales. Sin embargo, hasta la fecha no
existen modelos in vitro fisiol6gicamente relevantes, que ilustren
la interaccién entre el sistema adiposo y el sistema inmunitario
que pudiesen conducir a una extrapolacién precisadelaDM2.Una
alternativa, es utilizar cultivos de células humanas primarias
(adipocitos o células inmunitarias) en sistemas estaticos (por
ejemplo, placas de cultivo de tejidos)®. Ciertos autores han
desarrollado un sistema de co-cultivo de microfluidos

compartimentados en un chip especifico, que proporciona una
tasa constante de suministro de nutrientes y eliminacion de
desechos, asemejandose a las redes microvasculares del entorno
in vivo. La linea celular U937 es un linfoma de histiocitos humano
usado como modelo de monocitos que responde a diversos
estimulos, adoptando la morfologia y caracteristicas de
macrdéfagos. El co-cultivo de células U937 con adipocitos permite
la interaccion paracrina que hace que los adipocitos desarrollen
resistencia a la insulina. Este sistema se puede utilizar para
estudiar los mecanismos asociados ala obesidad, laresistenciaala
insulinay laDM2”. Otros componentes implicados en la aparicién
de la Rly la aparicion de la DM2 que pueden ser considerados en
estos sistemas in vitro son: el TNFa, la hipoxia, la dexametasona y
altas concentraciones deinsulina®.

Por otro lado, para simular altas concentraciones de acidos
grasos de la DM2, los dos acidos grasos dietéticos mas empleados
por los autores son el palmitato y el oleato. Se ha demostrado que
el palmitato es toxico para el trofoblasto humano, pero el oleato
no", por lo que el primero se utiliza, principalmente, para estudiar
el efecto de los acidos grasos en la placenta y el segundo en el
desarrollo del feto. El palmitato es también el mas utilizado para
estudiar los efectos de los acidos grasos en la fisiologia de las
células B y el pancreas. La mayoria de los autores utilizan una
concentracién de 100 uM"™”, aunque también se ha utilizado
500 uM. En cuanto a los ensayos realizados con lineas celulares de
hepatocitos y musculares hay autores que usan 125 uM, y otros sin
embargo usan 250 UM de palmitato". Estos datos muestran que
en muchos casos existe una falta de consenso entre los autores, y
si se estableciesen criterios comunes en la metodologia in vitro, se
podria mejorar lareproducibilidad delos resultados.

Tabla 2.-Modelosinvitroy condiciones experimentales segun los objetivos del estudio.

de farmacos

Objetivos Células Entorno experimental
Estudio de la biologia de células B (resp Lineas celulares animales (BRIN-BD11, INS1) . P
a glucosa y secrecién de insulina) y ensayo Lineas celulares humanas (NAKT-15, 1.1B4, EndoC- Adidonide glucosa yicitoquinas: IS8, L6 IENyTNEd

BH1, BH2 y BH3)

para DM1

Islotes pancreaticos

Estudio de la biologia del pancreas endocrino

Células madre humanas

Adicion de glucosa y factores de crecimiento

y desarrollo de far y medidas pr ti

Cultivo de organoides pancreaticos

Cultivo de hepatocitos

Estudio de la resistencia a la insulina

Cultivo de células de musculo esquelético

Adicién de glucosa, acidos grasos e insulina

Cultivo de tejido adiposo

Estudio del metabolismo de los lipidos
maternos y la obesidad materna

Lineas celulares primarias de origen placentario

Adicion de glucosa y de acidos grasos

Estudio del efecto de citocq y acidos grasos Adicién de glucosa, acidos grasos y citoquinas
Estudio sobre la expresion génica
y regulacién epigenética Células inmortalizadas humanas: (HTR-8 / SVneo) Adicion de glucosa y acidos grasos
Estudio de las funci del trofoblast

Células madre del trofoblasto humano

y desarrollo de la placenta

Organoides de placenta

Estudio del efecto del ambiente intrauterino
en el desarrollo embrionario

Cultivos embrionarios

Adicién de glucosa y acidos grasos




CONCLUSIONES

La diabetes es una enfermedad compleja y ningtin modelo in
vitro podra reproducir todos los aspectos que ocurren in vivo. Es
importante decidir qué queremos estudiar antes de optar por un
modelo u otro, con un ambiente/exposicion determinado.
Asimismo, en muchos casos, se recomendaria usar varios modelos
invitroen paralelo para poder comparar los resultados obtenidos.

En cuanto al objetivo de estudio, si éste estd centrado en
estudiar la biologia de células B (respuesta a glucosa y secrecién
deinsulina), podremos elegir entre lineas celulares animales (p. Ej.
BRIN-BD11, INS1) y humanas (p. Ej. NAKT-15, 1.1B4, EndoC-pHT,
EndoC-BH2, EndoC-BH3). Para imitar el entorno experimental de
la DM1y DM2 se tendrd en cuenta la concentracion de glucosa y
dedcidos grasos, y ademas paralaDMT1, laadiciondeIL-1B e IFN-y.

Si nos interesa conocer la biologia del pancreas endocrino se
podria escoger entre islotes pancreaticos, células madre humanas
y/o cultivo de organoides pancreaticos. En este caso, hay que
tener en cuenta las condiciones de glucosay la adicion de factores
de crecimiento pararecrear las condiciones diabéticas.

En cuanto al estudio de la sensibilidad/resistencia a lainsulina
que se produce en la DM2, los cultivos idéneos serian el cultivo de
hepatocitos, células de musculo esquelético y/o cultivos de tejido
adiposo, en concentraciones adecuadas de glucosa, 4cidos grasos
einsulina.

Con respecto a la diabetes asociada a la gestacion, ya sea
pregestacional o gestacional, hay que tener en cuenta si se
quieren estudiar los efectos de la diabetes en el desarrollo y
funcion de la placenta, o directamente en el desarrollo del
embrién. Como se ha descrito anteriormente, existen varios
modelos y lineas celulares disponibles para investigar el efecto de
la DM en la placenta, y la eleccién de cada una dependera del
objetivo. En concreto, las lineas celulares primarias de origen
placentario se pueden utilizar para estudiar la asociacion entre el
metabolismo de los lipidos maternos, la obesidad materna y la
diabetes asociada a la gestacion. Las células se tendrdn que
cultivar teniendo en cuenta las concentraciones de glucosa y de
acidos grasos. Ademads, estas células se podran utilizar como
modelo in vitro para estudiar el efecto de citoquinas (elevadas en
DMGYy obesidad) sobre laacumulacion de acidos grasos en cultivo
de trofoblasto primario humano. En este caso, ademas de tener en
cuenta las cantidades de glucosa y acidos grasos del medio, se
tendran que afadir citoquinas al medio. Durante el embarazo, la
placenta estd expuesta a diversos cambios, por lo que es
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interesante estudiar lainfluencia de la diabetes sobre la expresion
génica, regulacién epigenética, las funciones del trofoblasto y
desarrollo de la placenta. Para su estudio, existen varios modelos
celulares como las células inmortalizadas humanas: linea celular
de trofoblasto extravelloso (TEV) del primer trimestre humano
(HTR-8/SVneo), células madre del trofoblasto humano vy los
organoides de placenta. En cambio, si nuestro objetivo esta
centrado en investigar el efecto del ambiente intrauterino de
madres diabéticas en el desarrollo embrionario, se tendrd que
elegir cultivos embrionarios. En todos los casos se tendran en
cuenta las concentraciones de glucosay acidos grasos del medio.

En resumen, en este articulo se ha recogido una amplia
seleccion de modelosin vitro que existen para estudiar la diabetes
y ladiabetes asociada a la gestacion. También se han detallado las
condiciones ensayadas por diversos autores para imitar el
ambiente diabéticoy que puedan ayudar alosinvestigadores que
quieran reproducir estas condiciones en el futuro. Ademads, ha
quedado patente que el desarrollo de modelos in vitro para el
estudio de la diabetes esta en auge. La investigacion en este
campo es imprescindible, y puede permitir en el futuro reducir la
cantidad de animales usados en experimentacion, o incluso en
algunos casos, reemplazar el uso de animales por modelos in vitro.
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Alojamiento de conejos en el suelo:
mejora en el bienestar animal y ventajas econémicas

Elisabet Tetas Casals, Eva Cepeda, Albert Visa, Adrian Jegu y Paco Pérez

https://www.sybasl.com/

Palabras clave: suelo, conejos, corralina.
INTRODUCCION

El centro usuario de animales de experimentacion Seguridad
y Bienestar Animal S.L. es una organizacién de investigacion por
contrato (CRO) certificada para el cumplimiento de Buenas
Précticas de Laboratorio (BPL) que presta servicios a la industria
farmacéutica y agroalimentaria, y resuelve cualquier necesidad
relacionada conlosanimales de experimentacion.

Las especies habituales de trabajo en el centro habian sido,
hasta la fecha: pollos, pavos, cerdos, pequefos rumiantes y
bovinos, especies de destino mas habituales de los estudios
preclinicos y clinicos principalmente desarrollados en el centro.
En el dltimo ano, sin embargo, se han venido realizando varios
proyectos de distinta naturaleza en conejos -una especie con la
que se habia trabajado esporddicamente- que han permitido
ampliar el conocimiento sobre la especie y perfeccionar el
bienestar de los animales (pilar fundamental del centro), su
manejoy facilitar al equipo la practica diaria.

Los mas de 10 anos de experiencia del centro en el
alojamiento de cobayos en suelo han supuesto el punto de
partida para aplicar esta practica a los estudios en conejos, la cual
haresultado clave enla mejora del bienestary el manejo.

Este procedimiento fue aprobado por la Generalitat de
Catalunya y la supervision del bienestar fue llevada a cabo por el
veterinario designado y el Comité de Etica de Seguridad y
Bienestar Animal S.L.

Como valor afadido, estas mejoras han repercutido
positivamente en el coste econémico del estudio, ya que han
permitido reducir gastos de manerasignificativa.
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ALOJAMIENTO EN RACKS

El primer grupo de animales, formado por 30 hembras de
entre 3-4 meses, fue alojado conservando los grupos de 3
animales que convivian en origen. Cada grupo de 3 animales fue
alojado en unrack formado por 2 jaulas unidas, ocupando un total
de 20jaulas, en una misma sala experimental (ver Figura 1).

B N —

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Grupo de tres conejas alojadas en racks.

Este tipo de alojamiento, en un principio ventajoso para el
estudio en cuestion, fue evidenciando algunas carencias.

Higiene de los animales

Uno delos problemas detectados fue la falta de higiene de los
animales. Las superficies de las jaulas, de plastico e inox,
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quedaban impregnadas de orines y heces. El personal dedicaba
un minimo de 4 horas diarias al mantenimiento de la sala,
principalmente limpiando los slats en contacto con los animales,
aspirando las bolas de pelo y eliminando las heces pegadas a la
superficie, en contacto con los animales.

A pesar del esfuerzo por mantener el espacio limpio, con el
tiempo, el pelaje de las conejas iba quedando himedo y
amarillento (ver Figura 2), sobre todo en las partes bajas y los
costados.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Conejaalojada enrack con el pelaje amarillento.

Transcurridos unos 50 dias desde lallegada de los animales, se
observé el desarrollo de pododermatitis plantar de grado 1-2
(clasificacién Mancinelly)' en al menos una extremidad de 5
conejas (16,7% de los animales). Esta patologia, de caracter
crénico y multifactorial, es frecuentemente asociada a
condiciones de estabulacién intensivas. Ocurre cuando los
animales son confinados en espacios pequenos con superficie de
apoyo dura o de rejilla de alambre. El trauma debido al contacto
persistente con dicho suelo puede provocar isquemia y necrosis
avascular de la planta del pie’. Dichos animales requirieron
cuidados y tratamiento adicional para evitar el avance de la lesion
(verFigura3).

Inestabilidad social

El segundo inconveniente se observé al entrar en edad
reproductiva, lo cual desencadené comportamientos de
dominancia en algunos individuos, provocando la inestabilidad
de los grupos’. Los elementos de enriquecimiento ambiental
proporcionados (bastones de madera, rollos de cartén, heno y
vegetales frescos a diario) no fueron medidas suficientes para la
reduccion de estas conductas en todos los grupos. Se observaron
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peleas, comportamientos de dominancia frente a comederos y
bebederos, pérdida de peso e incluso lesiones fisicas, como
aranazosy mordiscos, en un 10% de los grupos.

Imagen suministrada por la autorfa

Figura 3.- Inicio delesién podal por alojamiento enrack.

En un intento de minimizar los efectos negativos de este
comportamiento, se identificaron las conejas mas dominantes
(un total de 3) y se separaron en jaulas individuales, siempre
dentro de la misma sala y manteniendo el contacto visual y
olfativo con los demdas animales. Con esta medida, se
incrementaron las jaulas ocupadas en un 15%, pasando de 20 a 23
jaulas.

Durante la observacion diaria de los animales se detectaron
signos de inactividad y el desarrollo de comportamientos
anormales para la especie descritos por varios autores', como
rascado de las paredes o roido de barrotes, en el 100% de las
conejasindividualizadasy en el 40% de las conejas en grupo.

ALOJAMIENTO EN SUELO COMO MEDIDA PARA MEJORAR
LAS ALTERACIONES FiSICAS Y CONDUCTUALES OBSERVADAS

Tras meses de experiencia trabajando con esta especie, y
siguiendo recomendaciones en materia de bienestar’, se decidié
apostar por un alojamiento en el suelo. El siguiente grupo de 30
conejas fue alojado en una sala experimental equipada con 4
corralinas para 7-8individuos.
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Aunque se planteaban algunas dudas en varios aspectos,
como conseguir grupos socialmente harmoniosos o la facilidad
en el manejo, la mejora en el bienestar parecia evidente (ver
Figura4).

Imagen suministrada por la autoria

Figura4.- Grupo de conejas alojadas en suelo.

Este tipo de alojamiento, por una parte, permitié anadir mas
elementos de enriquecimiento ambiental: las corralinas se
proveyeron de cajas para simular el nido, que también sirvieron de
plataformas, y vallas separadoras de madera para proporcionar
diferentes espacios dentro del mismo corral (como sugieren
algunos autores)®. La cama de viruta, por otro lado, ademas de
fomentar la conducta de escarbar, mantenia los suelos secos y las
conejas conservaban el pelaje limpio en su totalidad (ver Figura 5).
Ademéds, no se observaron lesiones plantares en ninguna de las 30
conejasalojadasensuelo (ver Figura6).

63

Imagen suministrada por la autoria

Figura 5.- Pelaje limpio de una coneja alojada en suelo.

Imagen suministrada por |a autoria

Figura 6.- Aspecto de la superficie plantar de una conejaalojada en suelo.



Pasado el periodo de aclimatacion, los animales se mostraron
notablemente activos, interaccionando mas entre ellos y con el
entorno, y mostrando patrones conductuales naturales de la
especie’: saltar, correr, perseguirse, sentarse con las orejas
erguidas, cavar, no observados enlos conejos en jaulas.

El Unico contratiempo detectado fue una diferencia en el
incremento de peso entre individuos de una corralina en
particular. Durante 3 semanas consecutivas, algunos animales
aumentaron de peso, aparentemente a expensas de otros
animales del grupo. La adicién de un comedero y una valla
separadora extra (ver Figura 7), creando un espacio adicional, hizo
que disminuyera la competencia por la comida y ayudé a
estabilizar definitivamente el grupo. Durante los meses que duré
el estudio, no se observaron otros problemas de incompatibilidad
oagresividad entre animales.

Imagen suministrada por la autoria

Figuras 7.-AyB.Vallas separadoras dentro de las corralinas.

Figuras 7.- C. Comedero adicional.

Una condicién importante del alojamiento en suelo era que
no complicara el manejo de los animales y se comprob6 que, en
efecto, no representaba un punto critico. La observacién grupal
de los animales se facilitaba, ya que, al estar en un mismo nivel,
aumentaba notablemente el campo visual del observador,
respectoalos racks.

Los cuidadores pasaron a destinar unas 1-2 horas diarias a
tareas de mantenimiento, frente a las 4-5 horas invertidas en los
racks, por lo que pudieron dedicar mas tiempo a interaccionar con
los animales, lo que permitié crear vinculos de confianza con
ellos’. Durante las manipulaciones habituales, como, por ejemplo,
pesajes semanales o extracciones de sangre periddicas, los
animales se mostraron menos estresados que sus companeros en
racks. Asi, tareas rutinarias que implicaban la manipulacién de los
animales dentro del estudio se hicieron mucho mas llevaderas,
tanto para el personal como para los animales.

VENTAJAS ECONOMICAS

Las mejoras no sélo se observaron en el terreno del bienestar
animal, sino que también fueron econdédmicas. Por un lado, el
sistema en suelo redujo el coste del material necesario para el
mantenimiento un 20% respecto al sistema en racks (viruta vs
papel absorbente, y productos de limpieza); por otro lado, las
horas destinadas al mantenimiento diario de la sala disminuyeron
amas de lamitad, aproximadamente.



Por ultimo, el equipamiento utilizado en el alojamiento en
suelo, material genérico de granja como vallas, comederos o
bebederos, es considerablemente mas econémico que los racks,
que al ser equipamiento especifico de laboratorio presenta
precios mas elevados. En este sentido, el ahorro que supone el
sistema de alojamiento en suelo también es evidente.EnlaTabla 1
se resumen la infraestructura, el material y el personal necesario
para cada tipo de alojamiento.

Tabla1.-Comparacion infraestructura necesaria segun sistema de

alojamiento.
; MANTENIMIENTO EN
NUMERO
SALAS EQUIPAMIENTO  HORAS DIARIAS DE MATERIAL
PERSONAL

: ) Papel de

23 jaulas tipo i
RACK 1 4-5 laboratorio

rack
absorbente
Viruta libre de

SUELO 1 4 corralinas 1-2 sustancias

toxicas

CONCLUSIONES

Si bien es cierto que no todos los procedimientos son aptos
para un sistema de alojamiento de este tipo y que hay que valorar
cada caso en particular, la filosofia de Seguridad y Bienestar
Animal S.L. es que cualquier iniciativa que implique una mejora
del bienestardelos animalesy del personal merece ser probada.

En este sentido, el sistema de alojamiento en suelo revel6
tanto mejoras en el bienestar de los animales como en la facilidad
del manejo, asi como una reduccién de costes en varios aspectos,
caracteristicas que lo convierten en una alternativa mas que
interesante frente al alojamiento enracks.
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Descontamina como puedas

Fco. Javier Garcia Palomo
Asesor en Gestion de Riesgo Bioldgico (IFBA certified profesional)

Palabras clave: COVID-19, biocida, desinfeccion.

Hemos vivido un afo —este pasado 2020- que si bien deberia
haber sido el afo de la culminacién de numerosos proyectos
ligados al mayor programa de investigacion e innovacién en la
Unién Europea, con un presupuesto de casi 80 mil millones de
euros para el periodo 2014-2020, y cuyo principal objetivo era
asegurar la competitividad global de Europa “Horizonte 2020";
parece haberse convertido en el afo que todos queremos olvidar
yenelque hemos olvidado muchas cosas que ya sabiamos.

El ano comenzé con el lejano rumor de un episodio de
epidemia en un lugar que quedaba muy lejos y del que, aunque
muchos seguiamos con interés desde finales de 2019, ya
habiamos visto pasar de largo en otras ocasiones. No nos
preocupaba, ya lo habian conseguido contener en otras dos
ocasiones; estdbamos a salvo. Muchos especialistas del area
biosanitaria (yo me incluyo) pensabamos que sélo era uno més, y
gue no nos afectaria en nuestros comodos sillones de casa frente
al ordenador o la TV. Pero a finales de enero, la cosa empez6 a
ponerse seria; pese al aparente confinamiento masivo y total del
gigante asiatico, empezaron a aparecer casos cada vez mas cerca
de nosotros: Italia, Alemania, Francia... S6lo era cuestion de dias o
semanas que en Espafnaaparecieraalgun caso.

El primer paciente registrado en Espafa con coronavirus
COVID-19 se conocié el pasado 31 de enero, un paciente aleman
ingresado en La Gomera. Su estado era “leve” y se contagio
presuntamente, al contactar en Alemania con un infectado. Nueve
dias después se detect6 otro caso en Palma, y el 24 de febrero
(presuntamente porque seguramente ya habria mas casos no
diagnosticados) el virus salté a la peninsula detectandose los
primeros casos en la Comunidad de Madrid, Catalufa y la
Comunidad Valenciana. A partir de aqui la historia cambia segun
quién la cuente, pero en todo caso y lamentablemente las
pérdidas humanas han sido demasiadas, insoportables.

La avalancha, tsunami, terremoto... que se nos vino encima ha
sido terrible en muchos aspectos: personal, psicolégico,
econémico, politico... y todo eso no hizo sino hacernos olvidar

67

mucho de lo que sabiamos sobre bio-contencién. En algunos
casos, fue sobrevenido como la rotura de stocks de mascarillas, en
otros, fue anunciado como lafalta de formaciény equipaciénenel
ambito sanitario para hacer frente a algo asi, y en la mayoria de los
casos, fue el panico lo que nos hizo actuar de manera alocada
(como pollos sin cabeza), bafiando en lejia playas y personas,
enfundandonos para salir de casa a por el pan en varias capas de
bolsas de plastico, tres pares de guantes, mascarillas (una del
derecho y otra del revés, por si acaso), botas de pescador,
pantallas de lefador y ungtientos alcohdlicos varios. Y una vez
que volviamos a casa, habia que deshacer el entuerto en el
descansillo de la puerta, realizando una tarea de bio-contenciény
segregacion de residuos que ya lo quisieran para si en alguna de
esas peliculas sobre virus, en las que si al actor le ponen de fondo
musica de violin y le hacen un primer plano sabes que va a morir.
Finalmente, quedaba laropa que habia que lavar a 60°C, a muchos
no les quedaniunsolojersey delanaqueleentreen el cuerpo.

En television, redes sociales, comunidades de vecinos y
circulos afines he leido cientos de protocolos, trucos, productos. ..
que limitaban o reducian el riesgo de contagio por contacto, que
descontaminaban... Y dejaré para otra ocasion (pues merece un
articulo entero) el uso del ozono por el mecénico de debajo de mi
bloque, ladelatiendaderopa, el taxista... como side un Ambipur
setratara.

Dice una buena amiga mia que quizé habla demasiado como
yo, “..a lo que vamos...” El uso de biocidas esta reglado desde
hace mucho tiempo. Las instrucciones de aplicaciény espectro de
accién se evaluan por diferentes estamentos publicos que
delimitan sus capacidades, y quién lo puede o debe usar en su
caso (pues para eso estan). Saltarse las normativas, inventarse
aplicaciones y no leerse los prospectos han ocasionado
problemas de salud o fallos de bio-contencién que han derivado
en contagios no deseados, cuando no deberia haber sucedido asi.
Cierto es que estdbamos en un caso de emergencia mundial, pero
teniamos las herramientas, los conocimientos y a los
profesionales adecuados para ensefar a usarlos; pero se olvidaron



de nosotros. Veterinarios, especialistas en bio-contencién e
incluso el personal de la industria farmacéutica, llevan anos
utilizando estos productos y tecnologias de manera legal y
eficiente, y no se les pregunté o no se les escuchd, porque voces
hemos dado en muchossitios.

Volvamos a lo basico, a recordar que un biocida puede ser una
sustancia quimica, sintética o de origen natural (incluso un
microorganismo), que estd destinado a destruir, contrarrestar,
neutralizar, impedir la accién o ejercer un control de otro tipo
sobre cualquier otro organismo considerado nocivo para el
hombre, animales o plantas.

¢{CUAL ES EL MEJOR BIOCIDA?

En primer lugar, hemos de valorar la actividad especifica que
estd intimamente relacionada con la resistencia intrinseca del
microorganismo de su propia naturaleza. Desde los priones
-mal considerados microorganismos- hasta los menos resistentes
como son los virus con envuelta lipidica (el caso del SARS-CoV-2),
hay todo un elenco de productos apropiados para cada uno. No
parece adecuado utilizar biocidas de“elevada potencia” (perdxido,
glutaraldehido...) cuando tratamos de eliminar especificamente
uno en concreto que puede ser tratado con otros de menor
espectro. La explicacion radica en algo muy simple: el equilibrio de
los ecosistemas. Al igual que cuando utilizamos antibioticos para
tratar enfermedades no susceptibles a los mismos, generando
resistencias por mala o inadecuada dosificacion; cuando usamos
un biocida demasiado potente, estamos rompiendo un equilibrio
natural entre microrganismos protectores y microorganismos
peligrosos. Se ha utilizado hipoclorito como si no hubiera un
manfana, a las dosis a las que cada usuario les parecia adecuado;
incluido algun “iluminado’, que se le ocurrié rociar una playa con
lejia sin darse cuenta de dos cosas: que un sitio abierto era un sitio
relativamente seguro, y que existen bajo la arena un montén de
bichos que no tenian ninguna culpa. Ain no hemos podido
evaluar el daflo medioambiental ocasionado por el desequilibrio
generado en los ecosistemas fluviales.

En segundo lugar, un buen biocida debe ser compatible con
los materiales sobre los que los aplicamos, porque si perdemos ese
brillo en el acero o generamos corrosién en superficies, estamos
haciendo “un pan como unas tortas”. Menudo negocio han hecho
no solo los productores de hipoclorito, sino los fabricantes de
pomos de puerta, carros de supermercado, pintores... con la de
equipacién que se ha deteriorado al bafar todo con un producto
que los especialistas sabemos que tiene varias limitaciones de uso,
y que siempre es necesario aclarar con agua limpia para evitar la

corrosién, base del anclaje de otros microrganismos y
consiguiente formacién de biofilms. Y sobre esto me viene a la
mente el otro biocida, no quimico sinofisico, sobre el que también
se ha hablado mucho: la luz UV. Su uso indiscriminado también
genera problemas de degradacién, por no hablar de las
limitaciones y requerimientos de uso. No digo que no funcione
con SARS-CoV-2, pero hay que saber hasta donde llega'y cémo se
utiliza. Pobres de aquellos que confiaron en meter el mévil o las
llaves en una caja con luz UV confiando ciegamente en que
estaban esterilizdndolos. Menos mal que este mal bicho se
degrada muy rapido porque si no, los nimeros de contagios no
hubieran sido estos. ;jCuantas fundas de movil, pantallas,
protectores... se han cargado en una accién bastante estupida?, y
perddn por el exabrupto.

Imagen suministrada por la autoria

Figura 1.- Tunel de desinfeccion.

La tercera caracteristica que buscamos en el biocida éptimo
(si hay alguno) es una baja toxicidad, no sélo ambiental sino
también para los humanos. Tuneles de desinfeccion (ver Figura 1),
dispersion de ozono en habitaciones y residencias de ancianos,
geles alcohdlicos con metanol como agente desnaturalizante...
alguno de vosotros lectores que sé que me seguis en redes
sociales como Linkedin (la Unica que a mi parecer ha mantenido
una linea editorial medianamente cientifica), ya habréis
comprobado cémo me he cebado conlos que proponian este tipo
de acciones. {Sefores; Un biocida es un veneno que no selecciona
mucho contra qué actua, y todos ellos son téxicos para los demas
seres vivos, en mayor o menor medida. Los que los utilizamos
habitualmente sabemos que existen unas siglas: VLA-ED (Valor
Limite Ambiental de Exposicion Diaria), que indican cuanta dosis
podemos recibir los humanos de aquél antes de empezar a tener
problemas de salud méds o menos serios. Y, jqué raro!, todas las
VLA-ED estan a varios 6rdenes de magnitud por debajo de las
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dosis usadas como biocidas. Al igual que el méds que probable
desequilibrio medioambiental, veremos en mdas o menos tiempo
envenenamientos derivados del uso indebido o sin el equipo de
proteccién oportuno, para muchos de los utilizados. Harto de ver
como los equipos de limpieza (en muchos casos no autorizados ni
registrados en el ROESB) aplican quimicos con proteccion
respiratoria frente a particulas (mascarillas FFP2) o con monos de
categoria 4, 5 6 6; cuando deberian llevar proteccién quimica de
ambos. Hace tiempo dejé de entrar al juego por hartazgo. jMe han
funigao! (ver Figura 2) decia una pobre sefiora cuando un tractor
pasaba por delante de su casa con los aspersores a todo tren
rociando las calles, y la empapaban para proteger de no sé qué
supuesto enemigo residente en el suelo o sobre los coches.

i
Imagen suministrada por la autoria

Figura 2.- Noticia dela sefiora anteriormente mencionada.

La cuarta caracteristica que buscamos en un buen biocida es
su capacidad de penetracion, no en el microorganismos en si sino
a través de todo lo que le rodea. Cuando se evalua un biocida en
laboratorio se hace en condiciones puras y en condiciones de
interferencia (normalmente con seroalbumina o similar) para
emular lo que sucede en “campo”. Ningln microorganismo esta
solo (salvo en el tubo de ensayo), en la naturaleza esta rodeado de
mugre, digdmoslo asi; y esa mugre contiene otros
microorganismos, proteinas, lipidos... que también absorben y
gastan el principio activo. Muchos biocidas son incapaces de
penetrar en agua o en el biofilm, se disuelven o descomponen
antes de ser efectivos y, por eso, el hipoclorito normal es un mal
desinfectante si previamente no hemos realizado una limpieza
mecdnica para disociar esa suciedad. ;Cuantos de vosotros habéis
vertido sangre en un vaso con lejia (al 2%, al 1%... da igual) y ha

precipitado?; pues ese conglomerado protege su interior del
biocida, y lo mismo sucede en la calle, en el suelo o en una
habitacion.

Acabo mi disertacién hablando del método de aplicacion,
muy ligado al anterior punto. Siempre que queramos realizar una
descontaminacion, hemos primero de acometer una limpieza
mecdnica previa con jabones o detergentes (que también son
buenos biocidas para SARS-CoV-2) para disolver y exponer al
microorganismo al desinfectante terminal (ver Figura 3).

Imagen suministrada por la autoria

Figura3.- Ejemplo de limpieza mecanica previa con jabones o
detergentes.

Esa limpieza ha de ser metddica y protocolizada. No estamos
limpiando como un camarero la barra de su bar al recibirte y
decirte: ;qué va a tomar?; mientras con una bayeta que quizas
deberia estar en un zoo (la bayeta digo porque parece que se
mueve sola), limpia en circulos que extienden la “mierda”
-mas que removerla-en vez de realizar un verdadero barrido en
una sola direcciéon. Aun asi, si el procedimiento no es evaluado y
verificado en cada caso, nunca podremos decir que lo hemos
hecho bien, que hemos descontaminado.

Sélo un apunte mas, nos hemos empenado en matar al
coronavirus para creernos que estamos a salvo. En salas de
contencién bioldgica (NCB3), cuando realizamos la desescalada
(el simil que se me ocurre para hablar de la salida bio-segura de la
zona bio-contenida) no utilizamos biocidas en nuestro cuerpo,
sino una técnica sencillay efectiva:“arrastre y dilucién”. Suenararo,
pero realmente lo que hacemos es ducharnos de arriba hacia
abajo con jabén normal y en una zona especifica bio-contenida,
de forma protocolizaday arrastrando las posibles particulas hacia
el sumidero. Y esto lo hacemos con patégenos mucho mas
resistentes que coronavirus. Asi, bien en los sistemas de gestion



de efluentes de la sala NCB3 bien en el alcantarillado, se diluird y
desactivard. Por eso, nos han aconsejado lavarnos las manos
frecuentemente, para arrastrar hacia el desaglie las posibles
particulasinfectivas.

RESUMEN

- Realiza siempre unalimpieza mecanica previa.
- Eligeelbiocidaadecuadoy aplica segun protocolo.

- Completa el proceso realizando una descontaminacién por
pulverizacién respetando los tiempos de contacto.

Y entonces, sélo entonces, jseras un profesional, amigo mio!
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Entrevista a Juan Rodriguez Cuesta,

Consultor independiente en salud y bienestar animal,
y Vicepresidente de la SECAL

Antes de las preguntas, describenos tu actividad
profesional: tu formacién, puesto/cargo actual, qué haces y
donde.

Estudié Veterinaria en la Universidad de Zaragoza y
posteriormente un Master en [+D+i de medicamentos en la
Universidad de Navarra, donde obtuve el Doctorado en Farmacia.
He trabajado durante mas de 20 afos como veterinario y gestor
de animalarios en diversas instituciones publicas y privadas,
como: el Centro de Investigacion en Farmacobiologia Aplicada
(CIFA) de la Universidad de Navarra, el Centro de Investigacién
Cooperativa en Biociencias (CIC bioGUNE), el Centro de
Investigacion Cooperativa en Biomateriales (CIC biomaGUNE) y
en empresas farmacéuticas (Faes Farma S.A., Dominion
PharmakineS.L.).

En la actualidad, trabajo como consultor independiente en
salud y bienestar animal en el dmbito de la investigacién
biomédica, soy vicepresidente de la SECAL, representante de la
SECAL en FELASAY consultorad-hocde AAALAC International.

Imagen suministrada por la autoria
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Describenos un dia de tu actividad actual en tu centro, tus
ocupacionesyresponsabilidades.

Trabajo para varias instituciones como responsable principal
de la salud y el bienestar de sus animales, mayoritariamente
roedores, asi como de la formacion continuada del personal que
trabaja en ellas. El trabajo es similar al que desempefan otros
colegas, pero en varios sitios y con menor carga administrativa.
También realizo proyectos puntuales, como el disefo/
remodelacién de instalaciones para animales de laboratorio y su
gestion operativa, la implementaciéon y el mantenimiento de
sistemas de calidad en la investigacion-preclinica (p. Ej. BPL,
AAALACQ), entre otros.

{Como entraste en contacto con el animal de laboratorio
y cual ha sido tu trayectoria trabajando con ellos desde
entonces?

En 1996 me matriculé en un master de I+D de medicamentos
en la Universidad de Navarra (UN) en el que, ademas de las clases
tedricas, habia que desarrollar un proyecto en un departamento
relacionado con este campo. Como veterinario, me enviaron al
Animalario y alli me recibi6 Javier Guillén, quien me introdujo en
este mundo. Tuve mucha suerte, ya no sélo por tener a Javier de
jefe, sino por aprender a manejar numerosas especies animales 'y
muchas de las cosas que todavia hoy me resultan muy utiles. En el
2000 me trasladé a Bilbao —donde sigo viviendo en la actualidad-
para incorporarme al Departamento de Toxicologia de Faes
Farma, donde trabajé hasta 2003 como veterinario y director de
estudios de toxicologia bajo normas BPL. Del 2004 al 2012 fui
responsable del Servicio de Animalario del CIC bioGUNE. En 2010
sufri una pérdida familiar muy dura que junto al estrés del diaadia
me hizo reflexionar mucho sobre la vida y nuestras prioridades,
de tal manera, que en 2013 comencé a trabajar por mi cuenta
como asesor en saludy bienestar animal.



{Qué cambios has vivido a lo largo de estos afios que
hayan variado laforma de trabajar con animales?

He observado un cambio relevante en lo relativo a los
sistemas de estabulacion, principalmente en roedores, tanto en
condiciones de biocontencion (infeccidon experimental) como de
bioexclusion (animales SPF, axénicos, etc.). Los sistemas de
imagen in vivo (p. Ej. ecografia, PET, SPECT, RMN, sistemas 6pticos,
etc.) evolucionan a un ritmo frenético. No puedo olvidarme de la
revolucion que estd suponiendo el uso de las herramientas
CRISPR de edicién genética en animales. Finalmente, la mejora de
la formacién continuada de las personas que trabajamos con
animales, el desarrollo tecnoldgico y los novedosos materiales de
enriquecimiento permiten que el cuidadoy el manejo de nuestros
animales de laboratorio sea cada vez mejor.

Cuéntanos un proyecto ideal en el que te encantaria
participar

Seria un proyecto a largo plazo que estuviese alineado con el
concepto One Health (Una Sola Salud), una estrategia mundial
para aumentar la comunicacion y la colaboracién interdisciplinar
en el cuidado de la salud de las personas, los animales y el medio
ambiente, entendiendo que todas estan ligadas entre si. Y si fuera
al aire libre, en contacto con la naturaleza serfa ideal, son muchos
anos “bajo tierra” y necesito sentir mas la luz natural. Seria un
proyecto en el que el bienestar de los animales fuera lo mas
importante y en el que la mediocridad y las personas que sélo
saben ponerse medallas con el esfuerzo ajeno, brillaran por su
ausencia. Bueno, ahora dejo de sonar (es que soy Piscis..) y
volvemosalaentrevista.

Desde tu experiencia profesional, ;algutn consejo para los
que empiezan en actividades que implican la utilizacion de
animales de experimentacion?

No me siento el mas indicado para dar consejo, pero les
recomendaria que decidieran qué es lo que mas les entusiasma a
la hora de trabajar con animales (p. Ej. especie animal, las técnicas
de laboratorio, la extraccion de muestras bioldgicas, los estudios
de farmacologia, los de comportamiento, las técnicas
quirdrgicas...). Que se centren en aquello que mas les motive, ya
que con motivacién el rendimiento es mayor. Que hablen siempre
con el responsable del animalario para pedirle ayuda, consejo,
bibliografia, etc. Que sean socios de la SECAL, donde tendrén
acceso a un montén de informacion util y al contacto con
personas con las que seguir creciendo en su carrera profesional.
Finalmente, y tan pronto como la situacion debido a la pandemia
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por COVID-19 nos deje, que asistan a los congresos y/o a las
jornadas cientificas de nuestra sociedad. Estd claro que la
formacion on-line es una herramienta muy efectiva para
mantener nuestra formacién continuada al dia y que ha venido
para quedarse, pero hecho mucho de menos no poder abrazar a
tantos y buenos colegas que tengo repartidos por todo el
territorio nacional.

“A los que empiezan les recomendaria que

se centren en aquello que les motive, ya que
con la motivacion el rendimiento es mayor”
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Seguro que tienes muchas anécdotas, ;compartes
alguna, porfavor?

Voy a compartir sélo una para no extenderme... Hacia el afio
1998, cuando trabajaba como becario en la Universidad de
Navarra, Guillén nos mandoé a Elena Ciordia (actual responsable
de los animalarios de esta universidad) y a mi a buscar unas
tupaias (Tupaia belangeri) al Aeropuerto de Barajas. Salimos a las
seis de la mafnana en un todo terreno viejo que nos dejé el
Departamento de Zoologia (o de Botanica, no lo recuerdo bien).
Hacia mucho frio, la carretera estuvo helada desde Pamplona
hasta el destino. Ya en el aeropuerto, el caos era total, era vispera
de Navidady los pocos funcionarios que habia creo que le habian
dado al cava... Despachamos las cajas con los animales bien
entrada la tarde. Durante el viaje de vuelta, Elena y yo no oiamos
ningun ruido procedente de las cajas y en ningin momento
vimos moverse a los animales. jjjNos temiamos lo peor!!! Cuando
llegamos Elena dijo que se iba a casa y que hiciéramos la
recepcion de los animales Javier y yo. Durante mas de tres largas
horas estuvimos sacando uno a uno a los 60 animalitos y
colocandolos en sus jaulas. jjiSi, estaban todos vivos y coleando!!!
Las tupaias son algo parecidas a las ardillas, pero mas pequenas,
muy &giles y rapidas. Fue una odisea: se nos metian entre las
piernas, se subian por los hombros y la cabeza. Si hubiésemos
grabado un video de ese dia, no tendria precio. Fue una jornada
agotadora, pero inolvidable que acabé tomando alguna que otra
copaenlabarradealginbarde Pamplona.

Hablemos de nuestra SECAL, ;como la conociste y desde
cuando formas parte como socio?

Fue a través de J. Guillén en 1996 y desde 1998 soy socio. Mi
primer congreso fue el de SECAL/FELASA/ICLAS en Palma de Mallorca
en 1999. Desde entonces sélo he faltado al de Cérdoba en 2007.



{Qué supone para ti formar parte de la junta como
vicepresidente?

Un reto profesional, ya que es la antesala a la presidencia. Un
periodo de formacién para conocer nuestra sociedad por dentro y
afrontar de la mejor forma posible los diferentes asuntos durante mi
etapa como presidente. Mi paso por la Vocalia de Formacién (2014-
2017) me estd ayudando mucho en este proceso de aprendizaje,
aun asf, son muchos los asuntos con los que hay que lidiar, uno no se
puede relajar en exceso. También es cierto que, la actual Presidenta,
Isabel Blanco, no nos deja relajar: siempre aporta ideas e iniciativas
quediscutiry poneren marcha.

{Como sevivedesde dentro nuestra Sociedad?

Con ilusién y con mucha intensidad. Es mucha la actividad que
se genera a diario. El trabajo de las distintas Vocalias requiere
bastante dedicaciéon. Formacién y Comunicacién tienen una
agenda muy ocupada: nanocursos, becas de formacion, la nueva
web, las jornadas de formacion on-line (y la Asamblea General) que
hemos organizado en 2020 motivado en gran medida por la
pandemia. Toda esta actividad pasa por Secretaria y Tesoreria, al
final, estd todo el mundo liado. Lo bueno es que la Junta cuenta con
personas muy activas, inquietas y trabajadoras y, asi, se pueden
hacer cosas.

¢{Como valoras la evolucion de la SECAL a lo largo del
tiempo: compromisos adquiridos, funciones, congresos,
etc.?

Mi sensacion es que evoluciona favorablemente y con paso
firme. Somos la asociacion de referencia en Espana -y en muchos
paises de Sudamérica- en nuestro ambito. Esta mejora continua es
posible gracias allegado que han dejado las juntas anteriores, desde
1989. Sirvan estas lineas para mandar miagradecimiento alos socios
fundadores, ya que gracias a su determinacién y buen hacer
podemos hablar hoy de una Sociedad que sigue mas viva que
nunca.

Esta siendo un aflo muy complicado sanitariamente y
estamos viviendo una época en la que muchas personas han
girado su mirada hacia la ciencia, tan necesaria y tantas veces
“recortada”. ;Cual es tu valoracion/opinion sobre ello? ;Como
ves el futurodelaciencia en este aspecto?

Estd siendo un ano para olvidar, pero también debemos
reconocer nuestra suerte al trabajar en un sector que ha sido
considerado como esencial.En general y —en particular en este pais-
parece que siempre tienen que pasar cosas graves para que se
busquen soluciones a problemas que venimos arrastrando
histéricamente. Tenemos investigadores e investigadoras de calado

internacional que, en la mayoria de los casos, tienen que investigar
fuera pues en Espana no es viable. Si se quedan, lo tienen que hacer
en muchas ocasiones de manera precaria. Confio en que la crisis
econdémica y sanitaria causada por la pandemia actual haga
reflexionar a los politicos y se acuerden mejoras de financiacién del
sistema, que lo hagan de una forma duradera y con vision a largo
plazo para estar mejor preparados ante nuevas pandemias.

Si pudieses enviar un mensaje a los mandatarios y a la
sociedad en general a cerca de la importancia de la ciencia,
icualseria? (jexplayate!)

Como secaler@s que somos les mandaria un mensaje para
recalcar la relevancia del animal de laboratorio en la investigacion
cientifica. Me ha gustado mucho una campana televisiva reciente
en la que se dice: “..si invirtiendo sélo un 1,24% de nuestro PIB en
ciencia, hemos conseguido por primera vez eliminar un tipo de cdncer
en modelos animales. ;Te imaginas lo que conseguiriamos si
invirtiésemos el 2%?.." Este tipo de mensajes causan un gran
impacto en la opinién publica, pero también tienen que llegar a los
partidos politicos y que estos se pongan de acuerdo para actuar.

Quizéds peque un poco de corporativista, pero les pediria
también un mayor protagonismo de la profesion veterinaria en
general en el sistema sanitario y en particular en esta crisis sanitaria.
No en vano, un porcentaje muy elevado de las enfermedades
emergentes a nivel mundial (p. Ej. fiebre hemorragica de Crimea-
Congo, Ebola, la fiebre Lassa, la fiebre del Valle del Rift, los virus Zika
y Nipah, o la actual COVID-19) son de origen animal y acaban cada
ano con millones de vidas en todo el mundo. Como dice el lema de
nuestra profesion higia pecoris, salus populi(la higiene del ganado, la
salud del pueblo). La labor que realizan los veterinarios en la
prevencion de enfermedades en los animales no sélo protege su
salud y bienestar, sino que es uno de los pasos més efectivos para
salvaguardarlasalud de las personas.

“La labor que realizan los veterinarios
en la prevencion de las enfermedades en

los animales es uno de los pasos mads efectivos
para salvaguardar la salud de las personas”
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En el dia a dia en tu trabajo, ;cual es el momento mas
gratificante?

Ibaadecir que cuando salgo por la puerta, perono:cuando un
investigador o investigadora te pide consejo en la fase del disefio
experimental o ayuda para evaluar el estado de salud de los



ANIMALES DE LABORATORIO
INVIERNO 2021 / NUMERO 88

E—
—

—— =

778

animales que estd utilizando. Me encanta trabajar con usuarios en
los que se percibe gran sensibilidad a la hora de manipularlos.
También al supervisar una cirugia, comprobar que todos los
aspectos importantes impartidos estan correctamente
implementados. Trabajar con gente comprometida con el
bienestaranimal me tranquiliza muchoy permiterelajarme enesa
labor policial que muchos de los que nos dedicamos a esto
tenemos que ejercer todos los dias.

“Trabajar con gente comprometida
con el bienestar animal me tranquiliza mucho”

{Como concilias tu faceta profesional, tu compromiso con
la SECAL, tufamilia, etc.?

Tengo quetirar de agenda, la de papel de todalavida, hay que
ser una persona muy organizada para mantener un cierto
equilibrio entre la actividad profesional y la personal. Con el
tiempo he aprendido a decir que no a ciertas propuestas: estar por
estar no va conmigo. Si no voy a ser capaz de dedicarle el tiempo
para hacerlo bien prefiero no comprometerme.

Ya conocemos mas sobre lo que haces y piensas, pero por
favor, definete en unafrase.jMuchas gracias!

“”

«..No es la especie mds fuerte

la que sobrevive, ni la mds inteligente,
sino la que responde mejor al cambio...”
(Charles Darwin)
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TU EMPRESA TAMBIEN PUEDE SER PARTE DE LA SECAL
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El coronavirus causante del sindrome respiratorio
de Oriente Medio (MERS-CoV) es el unico coronavirus
zoonoético que produce brotes frecuentes a partir
del huésped reservorio cercano: el dromedario

(Sabias que las infecciones experimentales de camélidos con MERS-CoV requieren instalaciones de
biocontencién especializadas, y qué solo tres de ellas en el mundo han infectado con éxito camélidos con
MERS-CoV? El Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA) en Espana es unodeellos.

Una comprension integral de la infeccion en dromedarios es fundamental para disenar las
recomendaciones de salud publica e implementar estrategias de intervencién para mitigar los eventos de

propagacién. Los modelos experimentales de la enfermedad por reservorio son imprescindibles para
comprender la patogénesis y la transmision, y son clave para elaborar posibles vacunas contra MERS-CoV en

humanosy dromedarios.
sociedad espanola
para las ciencias
del animal de laboratorio
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Powering your research development

®vi/votecnia

management & services

Profesionales al servicio
de la investigacion

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

Consultoria y Asesoramiento

www.vivotecnia-ms.com


http://vivotecnia-ms.com/
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charles river

The Weight i1s Over.

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

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

Ingredient selection is key to reducing
rather than introducing variation

- -+

Envigo Teklad's fixed formula diets contain the same ingredients, in the
exact same quantities, in every batch of diet. This translates to more
consistent, reliable and meaningful research results.

Request a consultation with our experienced nutritionists -

envigo.com



http://www.envigo.com/



