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Articulo de Revision

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

EL 1, 2, 3 DE LA EXPERIMENTACION CON ANIMALES DE
LABORATORIO

Wilber Romero-Fernandez'?, Zenia Batista-Castro'®, Marisel De Lucca'¢, Ana Ruano?9,
Maria Garcia-Barcel¢'?, Marta Rivera-Cervantes®¢, Julio Garcia-Rodriguez*!, Soledad Sanchez-Mateos'*

RESUMEN

El lento desarrollo cientifico experimentado en América Latina en las Ultimas décadas ha retrasado la incorporacion de
la experimentacion con animales de laboratorio, sin embargo, esta realidad ha comenzado a cambiar. En la actualidad,
se evidencia un extraordinario progreso cientifico que ha promovido la introduccién e incremento del uso de animales
de laboratorio como una importante herramienta para el avance de las ciencias biomédicas. A raiz de este auge, surge
la necesidad de proporcionar a la comunidad cientifica la formacion y directrices en todos los aspectos relacionados
con la experimentacién animal. Es responsabilidad de cada pais legislar esta practica para que no solo por razones
bioéticas, sino también legales, se considere el derecho de los animales y con ello su bienestar. El siguiente manuscrito
es el resultado de las comunicaciones presentadas en el Taller Internacional en Ciencias de Animales de Laboratorio
celebrado en la Universidad Técnica de Ambato, Ecuador; contiene la actualidad en la ciencia de animales de laboratorio,
haciendo énfasis en aspectos fundamentales, tales como: principales especies utilizadas y su biologia, principios éticos
y legales, disefio experimental y alternativas al uso de animales, todas ellas encaminadas a garantizar las buenas
practicas que deben caracterizar el quehacer cientifico. Sin duda, este documento sera relevante tanto para aquellos
investigadores que pretenden incorporar la experimentacion animal a sus investigaciones, como para aquellos que, aun
teniendo experiencia, pretendan actualizar sus conocimientos.

Palabras clave: Experimentacion animal, Bioética, Alternativas al uso de animales, Bienestar del animal, Ratones
transgénicos (fuente: DeCS BIREME).

THE 1, 2, 3 OF LABORATORY ANIMAL EXPERIMENTATION

ABSTRACT

The slow scientific development in Latin America in recent decades has delayed the incorporation of laboratory animal
experimentation; however, this situation has started to change. Today, extraordinary scientific progress is evident,
which has promoted the introduction and increased use of laboratory animals as an important tool for the advancement
of biomedical sciences. In the aftermath of this boom, the need to provide the scientific community with training and
guidance in all aspects related to animal experimentation has arisen. It is the responsibility of each country to regulate
this practice, for both bioethical and legal reasons, to ensure consideration of the animals’ rights and welfare. The
following manuscript is the result of papers presented at the International Workshop on Laboratory Animal Testing held
at the Technical University of Ambato, Ecuador; it contains information regarding the current state of affairs in laboratory
animal testing and emphasizes critical aspects such as main species used, ethical and legal principles, and experimental
and alternative designs for animal use. These works aim to ensure good practices that should define scientific work. This
document will be relevant to both researchers who aim to newly incorporate animal testing into their research and those
who seek to update their knowledge.

Key words: Animal experimentation, Bioethics, Animal use alternatives, Animal welfare, Transgenic mice (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION laboratorio a todo aquel ser vivo no humano, vertebrado

o invertebrado, usado para la experimentacion y otros
El uso de animales en experimentacion ha ido en paralelo fines cientificos ("?); su uso se basa, fundamentalmente,
al desarrollo de la biomedicina. Se define como animal de en la analogia fisioldgica con la especie humana. Entre
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los animales usados en investigacion estan los primates
no humanos, prosimios, gatos, perros, reptiles, anfibios,
ovejas, cerdos, cabras, peces, insectos y roedores,
estos Ultimos son los de mayor uso Yy, dentro de ellos,
las ratas, ratones, conejos y cobayos ©. A pesar de que
muchos laboratorios aplican el principio de las tres erres
(3R) planteado por Russell y Burch @, el nimero de
animales utilizados en investigacién se ha incrementado,
realidad que es mas acentuada en América Latina. No
obstante, ya sea por razones éticas, por la necesidad de
personal calificado, por los altos costos de produccién
y mantenimiento, o por los protocolos experimentales,
cada vez se utilizan con mayor frecuencia alternativas a
la experimentacion animal ©.

El punto de partida para el uso de animales en las
investigaciones biomédicas es conocer los detalles
biologicos (anatomia, fisiologia y etologia) y de
mantenimiento (alojamiento, alimentaciéon y manejo) de
la especie. Detalles sobre la biologia de los animales
mas utilizados en experimentacion han sido descritos
ampliamente en la literatura cientifica ©.

ASPECTOS BIOETICOS Y LEGALES

La ciencia de animales de laboratorio surge para
proporcionar a la comunidad cientifica la formacién y
directrices en todos los aspectos relacionados con la
experimentacion animal. Su marco ético plantea que los
animales no deben ser sometidos a sufrimiento fisico o
psicoldgico y se regula por estrictas normas bioéticas 7.

Cada pais debe legislar el correcto cuidado y uso de
los animales de experimentacion y asegurar que gocen
de las cinco libertades y las 3R ®. Para garantizar que
la reglamentacion sea la adecuada no solo se deben
tomar en cuenta las normas de la legislaciéon nacional,
sino también las recomendaciones de organismos y
asociaciones internacionales dedicadas a la ciencia
de animales de laboratorio como: International Council
of Laboratory Animal Science (ICLAS); Institute of
Laboratory Animal Resources (ILAR); Universities
Federation of Animal Welfare (UFAW); American
Association for Laboratory Animal Science (AALAS);
Interagency Research Animal Committee (IRAC);
Animal Welfare Regulations (AWRs); Federacion de
Sociedades Sudamericanas de Ciencias en Animales
de Laboratorio (FESSACAL) y Federation of European
Laboratory Animal Science Associations (FELASA).

El uso de animales en experimentacion es ético cuando
no hay otra alternativa y su propdésito esta vinculado con
la obtencion de un bien mayor. Cada institucion donde
se realice esta practica tiene que instaurar un comité
institucional de cuidado y uso de animales de laboratorio
(CICUAL),cuyoreglamentoestararegidoporlalegislacion

nacional; si no la hubiese, se regira por normativas
internacionales. Para verificar que la investigacion con
animales se justifique por los beneficios que produce,
el CICUAL debe revisar y aprobar todos los proyectos
de investigacion que impliquen experimentacion animal.
También, debe asegurar el correcto uso del bioterio,
controlar el estado de salud de los animales y que
su manipulacién se realice de forma ética y humana.
Ademas, ha de supervisar que el personal que trabaja
con animales de laboratorio tenga la certificacion que
acredite su formacién y experiencia para este fin ©.
Aunque existen diferentes criterios para constituir un
CICUAL, se recomienda que esté formado, al menos,
por un investigador con amplia experiencia en el trabajo
con animales de experimentacion, un veterinario y un
miembro de la sociedad, este ultimo preferiblemente de
una asociacion protectora de animales (9,

Un posible criterio para evaluar las buenas practicas
bioéticas es el cumplimiento de las 3R“*™), encaminado
a: 1). Reemplazar de forma parcial o total el uso de
animales ©®); Il). Reducir el nimero de animales por
experimento (2, y lll). Refinar los procedimientos
durante la cria, experimentacion y eutanasia .

INFRAESTRUCTURA PARA LA
EXPERIMENTACION CON ANIMALES

El lugar donde se alojan los animales de experimentacion
se denomina bioterio, animalario o estabulario, y se define
como la instalacion dedicada a la crianza, mantenimiento,
cuidado y uso de los animales de laboratorio .

El bioterio no solo debe cubrir las necesidades de los
animales, sino también del personal que trabaja en él.
Para ello, su infraestructura incluye diferentes areas
que se engloban en dos zonas: zona sucia (area
administrativa, vestuario, almacenaje, eliminacion
de desechos e incineracion) y zona limpia (area de
recepcion de animales, cuarentena, salas de alojamiento
y crianza, laboratorios, quiréfano y areas de limpieza y
esterilizacion).

Para evitar posibles contaminaciones, las zonas han
de estar totalmente separadas por barreras fisicas, y el
flujo de trabajo se establece desde la zona limpia a la
sucia. Ademas, en todas las areas se tienen que seguir
estrictas condiciones de higiene, limpieza, desinfeccion
y estar perfectamente sefializadas "9. Los protocolos de
trabajo en el bioterio tienen que estar estandarizados,
regulados segun las normas éticas y legales, y
supervisados por el CICUAL.

Es necesario que tanto el bioterio como su personal

proporcionen al animal un perfecto estado de salud fisica y
mental en sincronia con el ambiente, libre de hambre, sed
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y malnutricion; libre de miedo, ansiedad y angustia; libre
de incomodidad fisica, frio, y calor; libre de dolor, lesién
y enfermedad y libre para expresar su comportamiento
natural (®. Para garantizar estas cinco libertades, es
imprescindible controlar una serie de parametros, tanto
del microambiente como del macroambiente. En cuanto al
microambiente, se tendran en cuenta las dimensiones de
la jaula y la carga animal por jaula. Ademas, es importante
proporcionar una dieta enriquecida y balanceada segun
el tipo de animal, agua fresca y libre de microorganismos
y un encamado de calidad. Estos ultimos elementos se
deben cambiar con regularidad. Las jaulas y los biberones
han de ser limpiados y desinfectados periddicamente. Es
aconsejable, ademas, proporcionar un enriquecimiento en
las jaulas con diferentes accesorios segun la especie 2.
Se ha demostrado que un ambiente enriquecido disminuye
el estrés y el miedo, facilita el manejo de los animales y
favorece una rapida aclimatacion (9.

Con respecto al macroambiente, es fundamental asegurar
la higiene y desinfeccion de las salas de alojamiento,
y controlar constantes ambientales como temperatura,
humedad relativa, ventilacion, iluminacion, altas
concentraciones de amoniaco y ruido. En la Tabla 1 se
muestran las recomendaciones para el alojamiento de
los roedores mas utilizados en experimentacién segun

la FELASA y la Convenio Europeo para la Proteccion de
animales vertebrados usados para la experimentacion y
otros fines cientificos ™.

Dado el impacto del recurso humano en el bienestar
animal, es inexcusable contar con un personal formado y
experimentado. En este sentido, existen organizaciones
internacionales que dictan cursos de capacitacion
periodicos para las diferentes categorias segun el
cargo y la labor por desarrollar. Segun la FELASA,
existen cuatro categorias: categoria A (técnicos de
laboratorio),categoria B (investigadores que realizan
trabajos experimentales), categoria C (investigador
principal de un proyecto) y categoria D (veterinario) (2.

LASALUD DELOS ANIMALES DEBE SER
EVALUADA DE FORMA PERIODICA

El personal capacitado ha de evaluar el estado de salud
de los animales de forma rutinaria, no solo por obligacion
legal y moral, sino también para garantizar resultados
fiables y repetibles. Es necesario que esta evaluacién
sea mas amplia y frecuente en procedimientos invasivos,
quirdrgicos y a la llegada del animal al bioterio. En la
Tabla 2 se muestra una propuesta de plantilla para la
realizacion de esta evaluacion.

Tabla 1. Recomendaciones para el alojamiento de los principales roedores utilizados en experimentaciéon animal
segun la Federacion de Asociaciones Europeas para la Ciencia en Animales de Laboratorio y la Convenio Europeo
para la proteccién de animales vertebrados usados para la experimentacion y otros fines cientificos

Bienestar animal*

Ratones

Ratas

Menos de 20 g de peso, 60 cm? por animal
20-25 g de peso, 70 cm? por animal
25-30 g de peso, 80 cm? por animal

Dimensiones de jaulas
(se puede incrementar durante

Menos de 200 g de peso, 200 cm? por animal
200-400 g de peso, 300 cm? por animal
400-600 g de peso, 450 cm? por animal

8 cri2) Mas de 30 g de peso, 100 cm? por animal Mas de 600 g, 600 cm? por animal
Numero de animales por jaula 4-6 2-4

Cantidad alimento por dia 3-69g 10-20 g

Ingesta de agua por dia 3-7 mL 15-30 mL

Temperatura 20°Ca24°C 20°Ca24°C

Humedad 45-65% 45-65%

Ruido <20 kHz < 20 kHz

Ciclos de luz/oscuridad

12 horas de luz / 12 horas de oscuridad

12 horas de luz / 12 horas de oscuridad

Ambiente controlado y purificado de 15 a 18 Ambiente controlado y purificado de 15 a 18

Ventilacion recambios aire / hora. Animales en jaulas
ventiladas. Controlar niveles de CO,

Olores Controlar el nivel de amoniaco

Camaje Pino blanco, sin olores y libre de patégenos

Papel, cajas de cartén,

Enriquecimiento de las jaulas
escalar

bastidores para

recambios aire / hora. Animales en jaulas
ventiladas. Controlar niveles de CO,
Controlar el nivel de amoniaco

Pino blanco, sin olores y libre de patégenos

Tubos, bastidores para escalar, cajas de
carton

*Estas recomendaciones pueden variar en funcion de la especie, la edad y el sexo del animal. Con ellas se garantizan las principales necesidades
del animal, tales como la expresién de las posturas tipicas, descanso, exploracion, emparejamiento, construccion del nido, reproduccion, forraje,
alimentacion, hidratacion, necesidades fisiologicas, excavacion, comportamiento social y estimulos ambientales
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Durante el mantenimiento de los animales, tiene especial
interés la evaluacion microbioldgica y parasitolégica ™.
Los animales deben mantenerse libres de patégenos
especificos (SPF) y de gérmenes (GF). Dentro de los
patdégenos con mayor riesgo para el bienestar animal se
encuentra el virus Hanta y el virus de la coriomeningitis
linfocitica. A esta lista se suman bacterias como
Helicobacter spp., Salmonella spp., Mycobacterium
tuberculosis, Campylobacter spp., Yersinia
enterocolitica, Vibrio spp., Mycoplasma spp., Leptospira
spp., Listeria spp. y Streptobacillus moniliformis (7,
algunos hongos, tales como especies de los géneros
Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton que
causan dermatofitosis (® y varios parasitos, tales

como Leishmania, Tripanosoma, Toxoplasma, Fasciola
y trematodos del género Schistosoma (V. Para un
correcto monitoreo del estado microbiolégico, se pueden
consultar las recomendaciones de la FELASA M.

Es necesario evitar las enfermedades que se trasmiten
tanto de los animales vertebrados al hombre como las que
se trasmiten del hombre a estos animales, lo cual se logra
manteniendo el buen estado de salud y trabajando en zonas
de bioseguridad con las precauciones requeridas 9.

Las alergias y reacciones respiratorias son comunes en el
personal que trabaja con animales de laboratorio ?°. Entre
los alérgenos mas frecuentes se han descrito proteinas de la

Tabla 2. Propuesta de plantilla para evaluar el estado de los animales

Observacion Evaluacion Comentario
Condiciones generales 0 Comportamiento normal segun la especie
1 Menos alerta, se asusta cuando se manipula, responde a estimulos umbrales e intensos
4 Animal inmavil, no responde a estimulos intensos, vocaliza, agresivo, miedo al contacto, pobre aseo,
dilatacion de las pupilas, aumento de salivacion y sudoracion, orejas hacia atras
Porfirina 0 Ojos claros, limpios y huimedos
1 Escasa porfirina o secrecion alrededor de los ojos y la nariz
4 Porfirina evidente y secreciones alrededor de los o0jos y la nariz
Movimiento y postura 0 Normal
1 Moderado descoordinacioén, postura ligeramente encorvada
4 Marcada descoordinacién, cabeza arqueada, postura encorvada, no apoyo en cuatro extremidades,
paralisis, contracciones reflejas de la musculatura esquelética
Piloereccién 0 Normal, limpio y ordenado
1 Moderado piloereccién
4 Marcada piloereccion, piel dafiada, pelo sucio
Piel 0 Piel cubierta totalmente por pelos
1 Pequefias llagas o costras sin infeccion o signos de picor
4 Automutilacién, mordedura a otros animales, signos de infeccion
Peso 0 De 1-3 dias, pérdida de peso de menos del 5% en comparacion con el peso antes del experimento
1 De 1-3 dias, pérdida de peso de menos del 5-10% en comparacion con el peso antes del experimento
4 De 1-3 dias, pérdida de peso de menos del 10-20% en comparacién con el peso antes del
experimento
Apetito 0 Apetito normal
1 Moderado interés por la comida, disminucién en el consumo de agua, hasta menos del 25% del
consumo de alimentos y agua
4 Desinterés por la comida, signos de deshidratacion
Funcion 0 Normal funcién intestinal y urinaria
1 Heces mas sueltas que lo normal
4 Estrefiimiento, heces como pasas, diarreas prolongadas (mas de 3 dias) incremento o disminucion
de la orina, olor fuerte en la orina
Respiracion 0 Normal
1 Intermitente respiracion por la boca
4 Respiracion con la boca abierta, respiracion abdominal o jadeo, ruidos jadeantes, respiracion
laboriosa
Estado microbiologico 0 Presencia de bacterias y hongos como flora normal
1 Infeccién bacteriana, fungica parasitaria o viral que remite con tratamiento
4 Infeccién bacteriana, fungica, parasitaria o viral que afecta el bienestar del animal

* Si la suma de los puntos de evaluacién es igual o superior a 3 se recomienda consultar a un veterinario o proceder a la eutanasia de los animales
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orina, de la saliva y de la sangre, asi como el pelo y la cama
de los animales. Se recomienda un examen médico antes de
comenzar a trabajar con animales de experimentacion, asi
como examenes periddicos V. El uso de jaulas ventiladas,
el trabajo en cabinas de flujo laminar, el empleo de barreras
bioldgicas y un buen sistema de circulacion de aire reducen
considerablemente la aparicion de alergias. En la literatura
cientifica se pueden consultar diferentes guias para la
prevencion de enfermedades ocupacionales relacionadas
con el trabajo de animales de laboratorio (722,

LA SELECCION GENETICA DE
LOS ANIMALES REFINA LOS
PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

Los principales roedores utilizados en el laboratorio se
pueden clasificar en cepas consanguineas y colonias no
consanguineas. Las cepas consanguineas se caracterizan
por homogeneidad genética, isogenicidad, uniformidad
fenotipica, larga estabilidad genética, identidad e
individualidad de cepa, y son distribuidas internacionalmente
con un fondo genético registrado. Las no consanguineas
maximizan la variacion genética y minimizan la endogamia
con una mayor variacién fenotipica interindividual, lo que
permite obtener animales con mejor fertiidad, salud y
longevidad, utiles en analisis genéticos de rasgos complejos.
Adicionalmente, existen otras lineas que pueden ser Utiles
dependiendo de los experimentos que se vayan a realizar,
como son: hibridos de F1, lineas congénicas, coisogénicas,
consomicas, y conplasticas, entre otras 3.

Los ratones genéticamente modificados o transgénicos
son un modelo animal cada vez mas usado. Estos
pueden modificarse, afiadiendo genes exdgenos para
cambiar alguna caracteristica, adicionando alguna
funcionalidad (Knockin) o bloqueando la expresion
de algun gen (Knockout). Existen diferentes tipos de
ratones Knockin y Knockout cuya seleccién es un
punto critico en el disefio experimental (DE) y de ello
dependen los resultados ?¥. En la actualidad, existen
bases de datos como Mouse Phenome Database en las
que se sugieren las lineas a seleccionar de acuerdo al
tipo de experimento.

Tanto los protocolos y métodos mas empleados para la
creacion de un ratén transgénico, como su uso en la
experimentacion biomédica, pueden ser consultados en
la literatura cientifica 252),

En los ultimos afios, toda la informaciéon generada
a partir de los estudios con ratones transgénicos
esta siendo recopilada por The International Mouse
Phenotyping Consortium @7, cuya meta es generar un
catalogo completo del fenotipo de los ratones mutantes
con indicadores robustos para cada enfermedad y un

292 |

protocolo estandarizado para eliminar las variables
inherentes a los diferentes estudios. Este consorcio
recopila informacion de diferentes grupos como The
Sanger Institute Mouse Genetics Project ?® y The
European Mouse Disease Clinic ?®. También ha
incorporado lineas disponibles de ratones mutantes
y células madre embrionarias mutadas provenientes
del International Knockout Mouse Consortium €9,
En su base de datos podemos realizar busquedas
actualizadas por fenotipo o por un gen especifico.
Ademas, brinda asesoria en la creacién de transgénicos
y dispone de lineas de roedores ya establecidas para
la investigacion cientifica.

ELUSO DEMODELOS ANIMALES Y UN
CORRECTO DISENO EXPERIMENTAL
REDUCEN EL NUMERO DE ANIMALES
EN UN EXPERIMENTO

A pesar del alto costo y la dificultad que representa el
desarrollo de un modelo animal, su uso nos permite
estudiar la fisiopatologia de una enfermedad inducida
o0 espontanea, y el comportamiento animal. Dadas las
posibles variaciones en las respuestas fisiologicas, es
necesario tener un amplio conocimiento de la fisiologia y
anatomia comparada del modelo a emplear. Ademas, es
aconsejable constatar la validez del modelo para el estudio.
El raton es el animal de laboratorio mejor caracterizado
genéticamente. Si a ello sumamos su pequefio tamario,
facil manejo, corto periodo gestacional, camadas grandes
y rapida madurez sexual, todo ello lo convierte en una
especie éptima para la creaciéon de modelos ©".

El desarrollo y aplicacion de nuevos modelos
animales para el estudio de la biologia estructural y
funcional esta en constante crecimiento. En general,
estos modelos tienen el propdsito de comprender
mecanismos bioldgicos (exploratorios), determinar
una funcion bioldgica anormal (mecanisticos) o valorar
y cuantificar el efecto de un tratamiento especifico
(predictivos). Estos pueden ser homodlogos si los
procesos que ocurren en el modelo son idénticos a
los que ocurren en el humano; isomérficos si son
semejantes, y parciales si se pueden emplear para el
estudio de ciertos aspectos del proceso patolégico o
del tratamiento.

Los modelos animales son clasificados en modelos
inducidos (experimentales), generados por modificacion
genética (transgénicos), espontaneos (genéticos),
negativos y huérfanos ©23%_ Los tres primeros son
los mas frecuentes; sin embargo, hasta la fecha solo
unos pocos modelos inducidos reproducen fielmente
la etiologia y fisiopatologia de una enfermedad. Estos
pueden lograrse experimentalmente por manipulacion
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genética 4% o quirargica, administracion de dietas
modificadas o de sustancias biolégicamente activas ©®
y cambios de factores sociales o del entorno animal.

Un correcto DE no solo reduce el numero de animales
planteado en el principio de las 3Rs, sino que también
garantiza el refinamiento de los procedimientos y
la obtencion de resultados fiables y repetibles. Son
muchos los parametros a fijar dentro de un DE, todos
con impacto directo en el resultado experimental. En
el DE es notable prestar especial atencion al recurso
humano vy financiero. Una importante decisién es
escoger la especie, sexo, edad y cepa por utilizar y los
procedimientos experimentales se han de realizar de
lo simple a lo complejo. Se tiene que estandarizar el
inoculo, dosis, via y frecuencia de la inoculacion, definir
el punto final de experimentacion, analgesia y punto
final experimental humanitario. Otro aspecto importante
es determinar el tamafio de la muestra, basandose
en procedimientos estadisticos sin superar el minimo
necesario para asegurar la fiabilidad de los resultados.
Numerosa literatura cientifica describe los métodos
estadisticos y ejemplos practicos para calcular el nimero
de animales en funcion de la investigacion ©7:38),

Las pruebas piloto cumplen un papel importante en el DE,
ya que ayudan a definir y desarrollar la investigacion ¢V,
Es imprescindible revisar todos los resultados obtenidos
durante la experimentacion con el fin de validar o rectificar
los procedimientos establecidos.

Para evitar errores sistematicos o sesgos, los animales
deben ser tratados de igual forma antes y durante el
experimento, y el estudio se tiene que realizar de forma
aleatoria y a ciegas; ademds, se han de incluir los
correspondientes controles ¢,

CONSIDERAR CON ANTICIPA(;ION
ELDOLORO SUFRIMIENTO SEGUN LA
AGRESIVIDAD DEL PROCEDIMIENTO
EXPERIMENTAL

El nivel de severidad de los procedimientos invasivos debe
estarjustificado en el proyecto de investigacion y autorizado
por el CICUAL. EI DE tiene que contar con un protocolo de
refinamiento para garantizar la disminucion del sufrimiento
en los animales. También se han de establecer la analgesia
y el punto final humanitario del experimento, los cuales
pueden ser determinados por resultados previos, estudios
pilotos y/o la monitorizacién del animal.

La fisiopatologia y los tipos de dolor en animales de
laboratorio han sido descritos en la literatura 940,
Con el fin de disminuir el umbral de activacion de los

nociceptores que incrementan notablemente el estrés
en los animales es de suma importancia prestar
atencion a los procedimientos experimentales que
causan sensibilizacion.

El dolory el estrés tienden a alterar el balance homeostatico
del animal y provocan cambios endocrinos e inmunoldgicos,
disminuyen el consumo de agua y alimentos, pueden
causar complicaciones postoperatorias etc., todo ello, con
un impacto negativo en los resultados experimentales. En
la Tabla 3 se muestran algunos parametros para evaluar el
dolor y el malestar animal. En este sentido, Langford et al.
2010 han descrito un sistema de codificacion conductual
estandarizado basado en el dolor y la expresién facial “".

El uso apropiado de anestésicos y analgésicos es un
principio ético y cientifico ineludible que ayuda a evitar o
minimizar el malestar, dolor y/o angustia de los animales.
Existe numerosa literatura cientifica que aborda el manejo
del dolor en los animales de experimentacién “243 como
las guias recomendadas por el CICUAL y la FELASA “449),

La eleccién de farmaco(s), anestésico(s) y/o analgésico(s)
debe responder a las necesidades clinicas sin
comprometer la investigacion. La via de administracion
y la dosis dependera de la especie, estado del animal,
objetivo, duracion del procedimiento, experiencia del
investigador y medios disponibles (Tabla 4). Durante los
procedimientos invasivos y a través de telemetria, es
importante controlar la frecuencia cardiaca y respiratoria,
la oxigenacion, el color de las mucosas, la temperatura
rectal, los fluidos y los reflejos, asi como proporcionar
proteccion ocular. Posteriormente, el animal se tiene que
colocar en cama limpia, entorno tranquilo, incrementar
la temperatura, suministrar alimentacion especial,
administrar analgesia y controlar postura, peso y balance
de fluidos. Todo ello posibilita la recuperacién del animal y
una rapida cicatrizacion, ademas de reducir la alteracion
hormonal y la variabilidad experimental.

Cuando el sufrimiento sea mayor que el previsto y no sea
posible mantener las condiciones de salud y bienestar,
es necesario proceder a la eutanasia. Los métodos de
eutanasia tienen que causar la pérdida inmediata de la
conciencia, ser minimamente invasivos y no dolorosos,
y evitar en todo momento malestar o angustia al animal.
Ademas, han de ser faciles de realizar, reproducibles,
irreversibles, realizados por personal experto y nunca
en presencia de otros animales. La finalizacion del
experimento se basa en el criterio humano, finalizacién del
estudio o que los animales no sean aptos para la cria. Es
obligatorio confirmar la muerte ya sea por el cese de la
respiracion o ritmo cardiaco, ausencia de reflejos, dilatacion
de las pupilas, o bien por desangramiento, evisceracion,
congelacién o decapitacion. Ademas, el animal se ha de
mantener en congelacién hasta su incineracion.
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Tabla 3. Parametros de comportamiento animal, fisioldgicos y post mortem para evaluar el dolor y el malestar animal.

Parametros

Comentarios

- Intranquilidad, miedo al contacto, agresividad

- Vocalizacién

- Proteccion de la parte dolorosa, lamido, mordisqueo o rascado del area afectada,

automutilacion

Comportamiento animal -
a moverse

- Pérdida del apetito

Animal encorvado, cambios en la forma de andar, tensién del abdomen, animal renuncia

- Pobre construccién del nido

- Pobre aseo

- Presencia de porfirina

- Pérdida de peso, disminucién del consumo de agua y alimentos

- Piloereccién

- Cambios endocrinos e inmunolégicos
- Contracciones reflejas de la musculatura esquelética

Fisiologicos -

Aumento de la presion arterial y la frecuencia cardiaca

- Cambios en el patrén respiratorio

- Aumento de la salivaciéon y sudoracion

- Cambios en el brillo de los ojos y dilatacion de las pupilas

- Cambios en la expresion facial, posicién de las orejas y del bigote
- Disminucién de la reproduccion

- Depésito de grasa

- Masa muscular
Post mortem -

- Balance de fluidos

Tamafo de 6rganos linfoides y corteza adrenal

- Presencia de Ulceras estomacales

Para aplicar los métodos de eutanasia hay que tener en
cuenta la edad de los animales, la especie y el estado
de salud. Una explicacion detallada de cada uno de los
métodos de eutanasia se puede obtener de la guia para
la eutanasia de los animales de la Asociacion Americana
de Médicos Veterinarios “6 y la FELASA “7) (Tabla 5).

EXISTEN  ALTERNATIVAS A LA
EXPERIMENTACION CON ANIMALES
DE LABORATORIO

Entre las alternativas a la experimentacion con animales
de mayor percepcion al dolor encontramos el uso
de procariontes, protistas, hongos, invertebrados y
vertebrados inferiores “®. La alternativa mas usada hasta
la fecha son los cultivos celulares “9. Los protocolos,
tanto para los cultivos de células estables como para los
cultivos primarios, estan bien estandarizados y descritos
en la literatura cientifica. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que una considerable cantidad de animales son
sacrificados para obtener algunos de los suplementos
necesarios para lograr el crecimiento celular, como el
suero fetal bovino o equino.

Recientemente se ha reconstruido epidermis humana

con caracteristicas similares al tejido humano a partir
de queratinocitos humanos cultivados en una matriz de
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colageno. Esta epidermis es semejante en morfologia,
composicion lipidica y marcadores bioquimicos.
Actualmente, estos modelos son comercializados
y, aunque su funcidon de barrera comparada con la
piel nativa estd menos desarrollada, pueden ser una
herramienta util para ensayos de irritacién, fototoxicidad
y absorcién percutanea, entre otras 0,

Asimismo, se han utilizado organismos invertebrados
tales como la Amphimedon queenslandica, Aplysia
sp., Hydra, Drosophila melanogaster y Caenorhabditis
elegans como modelos alternativos “®. En un principio
Drosophila melanogaster fue utilizado como modelo
genético, sin embargo, en la actualidad se ha descrito
como modelo para estudio del envejecimiento o
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Parkinson ¢" y la enfermedad de Alzheimer 2,
Mas del 70% de los genes humanos relacionados con
enfermedades tiene su homodlogo en el genoma de este
insecto. Homophila y FlyBase son bases de datos que se
han convertido en importantes herramientas a la hora de
vincular genes de enfermedades genéticas humanas y la
secuencia genémica de Drosophila melanogaster 354,

El nematodo Caenorhabditis elegans ha sido otra
alternativa ampliamente utilizada “®. Su transparencia
a lo largo de su corta vida, biologia, mantenimiento en
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Tabla 4. Principales anestésicos y analgésicos utilizados en ratas y ratones segun las recomendaciones de la
Asociacion Americana para la Ciencia de Animales de Laboratorio y la Federacion de Asociaciones Europeas para la

Ciencia en Animales de Laboratorio

Ratas Ratones
Agente (mg/kg)lvia dosis Comentarios
9/kg (mg/kg)lvia
Analgesia*
: : Analgesia preventiva y postoperatoria cada 6-8 h. Para procedimientos
Buprenorfina g,COZ;SPOc;OIZ/S %85'(':),’2 Y, mayores considerar analgesia multimodal con un AINE. Naloxona
’ ’ (0,01-0,1 mg/kg IV o IM) para revertir efecto de la analgesia por opioides
0.05-2 0.5-5 Analgesia preventiva y postoperatoria cada 1-4 h. Considerar analgesia
Butorfanol S’C P oIV S’C P oIV multimodal con un AINE. Naloxona (0,01-0,1 mg/kg IV o IM) para revertir
’ ’ efecto de la analgesia por opioides
2.5 5-10 Analgesia preventiva y postoperatoria en procedimientos muy invasivos.
Morfina PoSC IPoSC Cada 2-4 h. Naloxona (0,01-0,1 mg/kg IV o IM) para revertir efecto de la
analgesia por opioides
CaraeanE 4-5 4-5 Analgesia preventiva y postoperatoria cada 12-24 h. Se puede utilizar en
P SC IPuO combinacién con buprenorfina
Meloxican 0,31 0,3-1 Analgesia preventiva y postoperatoria cada 24 h. Se puede utilizar en
IP,IM, SCu O IPuO combinacién con buprenorfina
2-5 2-5 Analgesia preventiva y postoperatoria cada 12-24 h. Se puede utilizar en
Ketoprofeno SC SC combinacién con buprenorfina
Ketorolaco 3-5 5-7,5 Analgesia preventiva y postoperatoria cada 12-24h. Se puede utilizar en
O SCuO combinacién con buprenorfina
oA " 1-2 1-2 Analgesia postoperatoria cada 12 - 24 h, no utilizar mas de 3 dias. Util en
Flunixina Meglumina SCo M SC el tratamiento de la hipertermia
Lidocaina Diluir hasta Diluir hasta No exceder de 7 mg/kg. Usar localmente antes de hacer la incision
(anestésico local) 0,5% SC 0,5% SC quirurgica. Inicio de analgesia rapida pero de poca duracién (<1h)
] 8 - e No exceder de 8 mg/kg. Usar localmente antes de hacer la incision
Bupivacaina Diluir hasta Diluir hasta e - n 2 : ;
Y quirurgica. Inicio de la analgesia mas lento que la lidocaina, pero con
(anestésico local) 0,25% SC 0,25% SC méas duracion (~ 4-8 h).
Anestesia*
Hasta 5-8% Hasta 5-8%
Issecc‘lol%rﬁgc:]g ﬁ)g’;lr;gtrjgmon ‘1’?3@"5‘;‘:2"'0“ Utilizar en jaula de induccion y con analgesia preventiva

Dioxido de carbono

Ketamina-Xilacina

Ketamina-Xilacina-
Acepromacina

Ketamina-
Medetomidina

Ketamina-
Midazolam

Pentobarbital de
Sodio

Tribromoetanol

Propofol

mantenimiento
Mas del 70%

40-80 + 5-10
1P

40-80 + 5-10 + 1
P

40-80 + 0,5-1
P

75-100 + 4-5
P

30-50
1P

200-240
P

12-26
1\

mantenimiento

Mas del 70%

50-100 + 10-15
P

50-75 + 10-15
+
IP
50-75 + 0,5-1
IP

80-100 + 4-5
P

50-90
P

200-240
P

20-30
\Y

Para procedimiento terminal como la recogida de sangre seguido de la
eutanasia

Mayor dosis de ketamina que de xilacina se recomienda para
procedimientos pocos invasivos y para animales jovenes, muy viejos
en estado critico. Proporciona de 30-45 min. Parcialmente revertido con
Atipamezol (1-2 mg/kg en ratones y 0,1-1 en ratas, IP, IM, SC o IV) o
yohimbina (1-2 mg/kg IP o SC). Esta ultima mas especifica a xilacina

La acepromacina extiende el tiempo de anestesia para procedimientos
extensos (coctel 65:13:2 mg/kg). Proporciona de 20-30 min. Parcialmente
revertido con atipamezol (1-2 mg/kg en ratones y 0,1-1 en ratas, IP, IM,
SC o 1V) o yohimbina (1-2 mg/kg IP o SC)

Parcialmente revertido con atipamezol

Para inmovilizacion. Proporciona de 20-30 minutos.

Recomendado para procedimientos terminales. Puede ser apropiado
para cirugia craneal. Considerar analgesia con opioides o AINE. Largo
periodo de recuperacion. Mantener la temperatura de los animales

Induce la anestesia rapidamente y proporciona una buena analgesia
quirargica durante aproximadamente 1 h. Apropiado para procedimientos
a corto plazo. Recomendado para procedimientos terminales. Usar
soluciones frescas

Administracion intravenosa, utilidad limitada en ratones. Puede causar
depresion respiratoria. Proporciona de 5-7 min

*El investigador valorara incrementar la dosis en procedimientos que causen un mayor dafo tisular o el uso de dosis repetidas para una mayor duracién
de la anestesia. Subcutaneo (SC), intraperitoneal (IP), intravenoso (1V), intramuscular (IM) y oral (O)
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Tabla 5. Principales métodos quimicos y fisicos utilizados en la eutanasia de animales de laboratorio. Adaptacion de
las recomendaciones de la Federacién de Asociaciones Europeas para la Ciencia en Animales de Laboratorio y de la

Asociacion Americana de Médicos Veterinarios

Agente R* E* F* S* A* Comentarios
Animales <7 kg. Puede utilizarse como
Isoflurano enflurano haloetano anestésico antes de otro método de eutanasia.
’ ’ ’ +++ +++  ++ + +++ Se pueden utilizar con o sin 6xido de nitrdgeno
sevoflurano
(N,0), pero el N,O no debe emplearse solo para
eutanasia
. . Recomendable. Administracion intravenosa.
Pentobarbital de sodio +++ +++ + ++ 4+ . ) )
Para eutanasia es 3 veces la dosis de anestesia
Utilizado en combinacién con un agonista de
Ketamina +++ +++ + ++ +++ los receptores a2-adrenérgicos como xilacina o
benzodiacepinas como el diazepam
Tribromoetanol ++ ++ + ++ ++  Necesita ser administrado en dosis correctas
Conmocidn cerebral ++ ++ + ++ - Menos de 1 kg, nunca con martillo o hacha
Método utilizado en neonatos, ratones y ratas
Dislocacion cervical ++ ++ + de menos de 200 g. Realizado por personal
entrenado o en animales anestesiados
T-61 sun cur, ) " run Real_lz_ado _por personal entrenado y por
administracion intravenosa muy lenta
s Al parecer no hay ventajas en el suministro de
Diéxido de carbono (CO,) + ++ ++  ++ ++ P . y J s
2 oxigeno conjuntamente con CO,
L . Mét utiliz uan n ita fijacion
Irradiacion con microonda ++ ++ -t + étodo utilizado cuando se necesita fijacion de
metabolitos en el cerebro
o Realizado por personal entrenado y en animales
Decapitacion + v - lo porp y
anestesiados
Rapida congelacién - + ++  ++ + Neonatos < de 4 kg, previa anestesia

*R: rapida en perdida de la conciencia; E: eficacia; F: facilidad; S: seguridad del operario; A: nivel de anestesia del método. +++, alto; ++, moderado
alto; +, normal y -, bajo. Métodos de eutanasia no aceptados: Administracion de nitrégeno o argén, administracion de cloruro de potasio, de agentes
bloqueadores neuromusculares, opioides, uretano, cloralosa, ciclopropano, hipotermia, asfixia y monoéxido de carbono

el laboratorio y facilidad de realizar el silenciamiento
génico lo convierte en un candidato para estudios de
diabetes, envejecimiento, cancer ®°, obesidad ©® y
enfermedades neurodegenerativas ©7.

Ademas, algunos hongos de los géneros
Neurospora crassa, Schizosaccharomyces pombe,
Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae y
Cunnunghamella elegans pueden utilizarse como
modelos alternativos ©®. Cunnunghamella elegans
ha sido utilizado para el estudio del metabolismo
de drogas, tales como antidepresivos ftriciclicos,
relajantes musculares, antipsicoticos, antihistaminicos
y anticolinérgicos ®®. También son varias las ventajas
que hacen de Saccharomyces cerevisiae uno de los
microorganismos eucariotas mas versatiles en los
estudios en biomedicina “®.

Enlos Ultimos afos el pez cebra (Danio rerio) se ha convertido
en un excelente modelo alternativo a la experimentacién con
animales vertebrados de mayor percepcion al dolor. Este ha
sido utilizado en el estudio de enfermedades tan diversas
como las neurodegenerativas ©9, las causadas por hongos
y bacterias 6" y las oncoldgicas ©% ¢, El hecho de
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compartir mas del 80% del genoma con los humanos,
su capacidad reproductiva y el rapido desarrollo son
algunas de las ventajas que hacen atractivo este modelo
en investigacion ©4, A pesar de ser animales resistentes,
estos son susceptibles a parasitos intracelulares como
microsporidios de Pseudoloma neurophilia, Oodinium
y algunas especies de Mycobacterium ©. Los detalles
sobre su biologia, genética e informacion del organismo
como modelo animal pueden consultarse en el Centro
Internacional Para el Trabajo con Pez Cebra (Zebrafish
International Resource Center, ZIRC) ®y |la Red de
Informacion sobre el Pez Cebra (Zebrafish Information
Network, ZFIN) 67,

Finalmente, el uso de la bioinformatica, no solo por
sus resultados, sino también por la alta velocidad
de procesamiento y costos, ha revolucionado la
experimentacion animal. Actualmente, a través de
programas informaticos es posible disefiar nuevos
medicamentos, simular posibles efectos bioldgicos y
téxicos e incluso predecir el sitio de unién de un farmaco
a su receptor “®). Entre las herramientas mas utilizadas
se encuentran el disefio de drogas asistido por ordenador
(Computer Aided Drug Design, CADD) ®®, |a prediccion
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de la actividad bioldgica basada en la estructura quimica
(Structure Activity Relationship, SARs) y las propiedades
fisico-quimicas del farmaco (Quantitative Structure
Activity Relationship, QSAR) “®.

CONCLUSIONES

Los roedores como ratas y ratones siguen siendo las
especies mas utilizadas en investigacion biomédica. Su
uso en experimentacion solo es ético cuando no hay otra
alternativa y su proposito esta vinculado con la obtencién
de un bien mayor. Es inexcusable que los proyectos de
investigacion que incluyan el uso de animales no sean
revisados, aprobados y supervisados por el CICUAL.
Ademas, es fundamental que desde su nacimiento hasta
su muerte, a estos animales se les garantice su bienestar
durante los procedimientos de cria, mantenimiento y
experimentacién. Especial atencion se debe prestar al
disefio experimental y la seleccion del modelo animal,
aspectos que permiten refinar los protocolos de trabajo.
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