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Abstract

La Directiva 2010/63/EU introdujo una serie de requisitos de aplicacion para la clasificacion de
la severidad de los procedimientos, durante el proceso de autorizacidn de los proyectos que
utilicen animales en procedimientos cientificos, asi como la necesidad de informar sobre la
severidad real experimentada por cada uno de los animales empleados en dichos
procedimientos. Estos requisitos ofrecen la oportunidad, durante el diseio y el desarrollo de
los procedimientos y el posterior informe sobre los mismos, de considerar los efectos adversos
de los mencionados procedimientos y cdmo estos pueden reducirse para minimizar sus
consecuencias sobre el bienestar de los animales. Un mejor registro e informe sobre los
efectos adversos, también deberia contribuir a subrayar las prioridades para el refinamiento
en el futuro de procedimientos similares, asi como constituir un referente de buenas practicas.
El informar sobre la severidad real debe ayudar a concienciar a la opinién publica de la relativa
severidad que implican las diferentes areas de la investigacidn cientifica y, a largo plazo, podria
mostrar unas pautas de refinamiento. Es un requisito clave que haya una consistencia en la
asignacion de las categorias de severidad por parte de todos los Estados miembro, en
particular si se considera la reutilizacidn de los animales, o en caso de que se alegue la cldusula
de salvaguardia. Los ejemplos de la clasificacidn de la severidad que se incluyen en el Anexo
VIl son limitados en nimero y tienen poco poder descriptivo para ayudar a la asignacion.
Asimismo, los ejemplos dados a menudo se refieren al procedimiento y no intentan evaluar los
resultados, como los efectos adversos que puedan ocurrir. El objetivo de este informe es
proporcionar unas pautas para la asignacién de severidad, tanto de forma previa como al
terminar un procedimiento. Se han incluido modelos animales, utilizados actualmente, para
ilustrar el proceso de evaluacién de la severidad, desde el inicio del proyecto, durante la
monitorizacion en el transcurso del procedimiento y hasta la evaluacion final de la severidad
real al término de este (Apéndice 1).
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Introduccion

La implementacion de la Directiva 2010/63/EU ha impuesto requisitos adicionales
relacionados con la severidad de los procedimientos practicados a animales con fines
cientificos. Los procedimientos deben recibir una clasificacion de severidad de forma
prospectiva, y la severidad real experimentada por cada uno de los animales durante el curso
de un procedimiento debe determinarse y comunicarse como parte de la informacidn
estadistica que debe hacerse publica anualmente (Decisidn de aplicacién de la Comisién
2012/707/EU, modificada por 2014/11/EU).?

Una buena planificacidn del proyecto es necesaria para determinar una clasificacién
prospectiva de la severidad, para desarrollar los métodos apropiados de observacidn, asi como
criterios de evaluacién y punto final humanitarios adaptados al estudio.>* Disponer de un
personal suficientemente formado y competente es un requisito indispensable para evaluar el
bienestar animal durante el curso del estudio.

Se necesita una estrategia de observacidn y un sistema de registro comun, que recopile
todos los datos necesarios en un formato coherente para facilitar la aplicacién continuada del
refinamiento y permita la evaluacidn de la severidad real. Este articulo discute las razones por
las que una evaluacién de estas caracteristicas es necesaria y quién es la persona responsable
de llevarla a cabo. A continuacién, se desarrollan varios ejemplos de procedimientos animales
reales de cdmo hacerlo y cémo ello permite la evaluacidn de la severidad real mediante
puntuacion para cada uno de los animales que ha sido sometido a los procedimientos.

El Anexo VIl de la Directiva ha incluido algunas pautas adicionales para la clasificacion
prospectiva de la severidad con el objeto de ayudar a alcanzar una interpretacion comun de las
intenciones de la Directiva.

Los ejemplos proporcionan poca informacion sobre cdmo se llegd a la clasificacion de
severidad y dan una combinacién de procedimientos sencillos por pasos, como por ejemplo el
confinamiento por poco tiempo en una jaula metabdlica, o procedimientos mas complejos con
multiples etapas, tales como el trasplante de érganos requiriendo anestesia, la cirugia y cémo
actuar en el rechazo de un érgano.

Aunque los criterios de asignacion (establecidos en la Seccién Il del Anexo VIII) indican que
cada proyecto necesita considerar una serie de factores antes de determinar una clasificacion,
muchos miembros de la comunidad cientifica han manifestado su preocupacién acerca de que
los ejemplos incluidos en el Anexo VIII contengan informacidn una insuficiente para explicar de
forma satisfactoria la clasificacidn de la severidad, asi como que no se incluyan ejemplos de
algunas importantes areas de la investigacion, como por ejemplo el dolor y la artritis. A falta de
una explicacion adicional, es probable que haya considerables diferencias en la asignacién de
la severidad, lo que podria finalmente proporcionar informacion errénea sobre el uso del
animal y, lo que es mds preocupante, en la reutilizacion indebida de los animales. Otra
preocupacién potencial relacionada con los modelos de dolor animal es que se puede
categorizar el mismo modelo abarcando al menos dos clasificaciones de severidad,
dependiendo del refinamiento aplicado al procedimiento. Ademas, con la aplicacién del punto
final temprano, el grado de atenuacion del dolor, angustia y sufrimiento es un factor
determinante.

En 2012, miembros del grupo de trabajo FELASA/ECLAM/ESLAV contribuyeron en una
reunidn organizada por la Comisidon Europea al debate sobre la clasificacion de severidad y,
utilizando material desarrollado por este grupo, colaboraron en la elaboracidn de algunas
pautas adicionales. Asimismo, contribuyeron con algunos ejemplos de clasificacién de la



severidad que fueron aprobados durante una reunién del National Contact Point (NCP) y que
pueden consultarse en la web de la Comision Europea.®

Uno de los principales objetivos de este informe conjunto de FELASA/ECLAM/ESLAV es el de
proporcionar informacion adicional y unas pautas para la clasificacion prospectiva de la
severidad y para la evaluacidn de la severidad experimentada por los animales en el curso de
un procedimiento (severidad real) por medio de una serie de ejemplos ilustrativos en
diferentes campos de la investigacién, tomando como base sistemas existentes,
proporcionando ejemplos de diferentes tipos de severidad y ampliando los ejemplos incluidos
en el Anexo VIII. Se ha incluido deliberadamente una serie de modelos “severos” para ilustrar
areas de utilizacidén de animales en la labor cientifica no contempladas en el Anexo VIII, con el
objetivo de fomentar que se compartan y diseminen las buenas practicas.

Se han elegido modelos que, en el momento en el que se elaboraba este informe, estaban
en uso en la investigacion basica y aplicada, asi como algunos ejemplos usados para evaluar la
seguridad. Los ejemplos incluyen alguna informacién acerca de cémo puede reducirse la
severidad mediante la aplicacidén de estrategias de refinamiento. Se incorporaron sugerencias
adicionales para el refinamiento tras la revisidn del texto a instancias de las organizaciones
convocantes.

Aunque los ejemplos son representativos de practicas actuales, el principio sigue siendo
gue siempre que se proponga un modelo animal, cada parte del estudio debe ser revisada y
ponerse a prueba, siempre que sea posible, para garantizar la aplicacién de las 3 Erres.

Con estos requerimientos adicionales introducidos en la 2010/63/EU, es importante que
todos aquellos implicados en el uso de animales, incluyendo los responsables de la evaluacién
del proyecto, desarrollen y acuerden un entendimiento y enfoque comun de la “clasificacion
de severidad” con el objeto de promover una “igualdad de condiciones” en toda la comunidad
investigadora europea. Esto deberia garantizar la coherencia al informar sobre la severidad
experimentada por los animales durante los procedimientos y en las estadisticas sobre el uso
de los mismos.

El marco regulador

La Directiva 2010/63/EU sobre la proteccidn de animales utilizados con fines cientificos se
aprobd el 22 de septiembre de 2010 y entré plenamente en vigor en los Estados miembro el 1
de enero de 2013.

Como en el caso de la Directiva 86/609/EEC, la nueva Directiva requiere que los
experimentos sean disefiados para causar el menor dolor, sufrimiento, angustia o dafio
duradero posible.

Todos los procedimientos cientificos se llevaran a cabo en cada Estado Miembro (EM) con
la autorizacion de su autoridad competente (AC). Quienes soliciten la autorizacién para un
proyecto deberan incluir una estimacion de la severidad esperada en cada uno de los
procedimientos. Estas estimaciones de la severidad serdn tomadas en consideracion por la
autoridad competente durante el proceso de evaluacidn del proyecto, antes de que se tome
una decisién o se autorice el mismo. Una vez considerada la informacidn proporcionada en la
solicitud, la autoridad competente asignara la clasificacion de severidad a cada uno de los
procedimientos (Articulo 38).

Cada uno de los Estados miembro informara anualmente de la severidad real
experimentada por cada uno de los animales durante cada uno de los procedimientos (Articulo
54(2)) en el afio en el que se complete el procedimiento.

Asimismo, la severidad real experimentada por un animal en cualquiera de los
procedimientos anteriores serd una consideracion clave a la hora de determinar si un animal
puede ser reutilizado en futuros procedimientos (Articulo 16). Los animales sdlo seran
reutilizados a condicién de que la severidad del procedimiento anterior haya sido “leve” o



“moderada”; que el estado de salud general y bienestar del animal se haya recuperado por
completo; que el subsiguiente procedimiento esté clasificado como “leve”, “moderado” o “sin
recuperacion” y que se realice con la aprobacion de los veterinarios, habiendo tenido en
cuenta la experiencia durante toda la vida del animal. La experiencia durante toda de vida del
animal incluye todos los aspectos de salud, bienestar y cuidados y el impacto de todos los
procedimientos cientificos. La combinacion de todos estos efectos puede considerarse como
severidad “acumulada”. En circunstancias excepcionales, por derogacidn por parte de la
autoridad competente y tras examen veterinario, un animal que haya experimentado
previamente dolor, angustia o sufrimiento severos podria ser reutilizado.

El Articulo 3 define un procedimiento como “cualquier utilizacion invasiva o no invasiva de
un animal para fines experimentales u otros fines cientificos, con resultados predecibles o
impredecibles, o para fines educativos, que pueda causarle un nivel de dolor, sufrimiento,
angustia o dafio duradero, equivalente o superior al causado por la introduccidon de una aguja,
conforme a la buena prdctica veterinaria”.

Ello define para un procedimiento cientifico, un “umbral” mds bajo por debajo del cual no
serd necesaria la autorizacion del proyecto. Esta definicidn proporciona una indicacién del
nivel de dolor que puede considerarse como “umbral”, pero no da ninguna informacidn sobre
umbrales equivalentes de sufrimiento, angustia o dafio duradero.

Desde la adopcidn de la Directiva, la UE ha desarrollado unas pautas para la evaluacion de
la severidad aprobadas en 2012. Con vistas a promover la coherencia de los informes se
incluyé ademas informacidn adicional en un documento de debate surgido de la reunién de los
National Contact Points en enero de 2016.%7

éPor qué necesitamos un sistema de clasificacion de la severidad?

La inclusidn de un sistema de clasificacidon en la nueva Directiva nos proporciona la posibilidad
de aplicar continuamente el refinamiento desde el comienzo hasta la finalizacién de un
procedimiento, mejorando la calidad de la ciencia y del bienestar animal. Mediante la inclusion
en los Informes Estadisticos de la severidad real experimentada por cada uno de los animales
durante un procedimiento, se proporciona una mayor transparencia y se fomenta la confianza
de la opinién publica respecto al empleo de animales en investigacion. Con el paso del tiempo,
estas publicaciones podran proporcionar ademas una informacion sobre los patrones de
refinamiento.

Una serie de paises europeos, entre ellos, Finlandia, Alemania, Irlanda, Paises Bajos,
Polonia, Suecia, Italia, Suiza y Reino Unido, asi como Australia, Canada y Nueva Zelanda ya
llevan afios utilizando sistemas para clasificar la severidad de los estudios con animales.

Muchos de los sistemas existentes ya informan prospectivamente con un nimero de
categorias entre 3 y 9.8 No obstante, ninguno de estos sistemas considera la combinacién de
sufrimiento prospectivo, real y acumulado, o las clasificaciones incluidas en la nueva Directiva.

Es necesario asignar una clasificacién prospectiva, asi como informar sobre la severidad
real, para posibilitar una comparacion al hacer la revisién retrospectiva de un proyecto,
cuando se requiera dicha revision.

Las categorias de severidad se definen en el Anexo VIII de la Directiva del siguiente modo:

La severidad de un procedimiento estara determinada por el grado de dolor, sufrimiento,
angustia o dafio duradero que se prevé que experimente un animal individualmente
durante el procedimiento.

Sin recuperacion:
Los procedimientos que se realizan en su totalidad bajo anestesia general de la cual el
animal no recupera la consciencia, deben clasificarse como «sin recuperacion».




Leve:

Los procedimientos a consecuencia de los cuales los animales es probable que
experimenten dolor, sufrimiento o angustia leves de corta duracién, asi como los
procedimientos sin alteracion significativa del bienestar o del estado general de los
animales, deben clasificarse como «leves».

Moderado:

Los procedimientos a consecuencia de los cuales es probable que los animales
experimenten dolor, sufrimiento o angustia moderados de corta duracidn, o leves pero
duraderos, asi como los procedimientos que pudieran causar una alteracion moderada del
bienestar o el estado general de los animales, deben clasificarse como «moderados».
Severo:

Los procedimientos a consecuencia de los cuales es probable que los animales
experimenten dolor, sufrimiento o angustia intensos, o moderados pero duraderos, asi
como los procedimientos que pudieran causar una alteracién grave del bienestar o del
estado general de los animales, deben clasificarse como «severos».

Nota: Existe la posibilidad de que los Estados Miembro, por razones excepcionales y
justificadas cientificamente, adopten una medida provisional para permitir el uso de
animales en un procedimiento que implique dolor, sufrimiento o angustia severos, con la
probabilidad de que estos sean de larga duracidn y que no haya posibilidad de atenuarlo.
Cualquiera de estas medidas provisionales debera ser considerada y aprobada por un
comité de la UE para que dicho trabajo pueda continuar (Articulo 55).

Deberd proporcionarse una estimacion de la severidad que se espera que los animales
experimenten en cada uno de los procedimientos cientificos. Este requisito proporciona una
oportunidad, durante la fase de disefio del estudio, para considerar la aplicacién de las 3Rs y
asegurar que la severidad se reduzca todo lo posible dentro de las limitaciones cientificas del
estudio.>°

Por lo tanto, tener en cuenta la severidad debe beneficiar a los animales al reducir su
sufrimiento, pudiendo mejorar también la solidez del disefio del estudio. Al dar la oportunidad
de considerar los efectos de los procedimientos sobre, por ejemplo, la fisiologia o el
comportamiento en aquellos casos en los que, por ejemplo, un estado deteriorado de la salud
o del bienestar pudieran afectar los resultados. También indican la forma en las que estos
efectos pueden ser minimizados para mejorar la calidad y coherencia de los datos.

Asimismo, la clasificacion ayudara a definir claramente unos limites maximos de
sufrimiento del animal y, por lo tanto, contribuir a la implementacién del punto final
humanitario.

Las 3Rs deberian seguir siendo revisadas a medida que el proyecto se desarrolle, tanto por
parte de las personas directamente implicadas en el uso de animales, como por el Organo
Encargado del Bienestar de los Animales (tal y como se detalla en el Articulo 27 de la
Directiva).

En los casos en los que se requiera, la evaluacidn retrospectiva del proyecto proporcionara
una nueva oportunidad para revisar las consecuencias/dafios para el bienestar de los animales,
de determinar si se han cumplido los objetivos previstos y de reconsiderar si la clasificacion de
la severidad fue la apropiada, antes de llevar a cabo cualquier futuro estudio.

é¢Quién determina la clasificacion de severidad?



La solicitud para la autorizacién de un proyecto por parte del usuario o de la persona
responsable del proyecto requiere la inclusién de una propuesta de clasificacion de la
severidad para cada procedimiento (Anexo VI).

La autoridad competente que lleve a cabo la evaluacion del proyecto (Articulo 38) debera
incluir un “una evaluacion y una asignacion de la clasificacion de la severidad de los
procedimientos”. La autoridad competente considerard la participacién de expertos en esa
area cientifica, el disefio del experimento, la préctica veterinaria con animales de laboratorio o
en animales silvestres y el cuidado y practicas ganaderas, segln proceda en relacién con la
propuesta de proyecto.

La autoridad competente asignara la clasificacion de severidad prospectiva del
procedimiento durante la evaluacidn del proyecto, basdandose en el efecto mas severo que sea
probable que experimente al menos uno de los animales utilizados en el mismo, una vez que
se haya aplicado el correspondiente refinamiento.

El Organo Encargado del Bienestar de los Animales (Articulos 26 y 27) tiene la obligacién de
supervisar el desarrollo y resultados de los proyectos y de aconsejar respecto de la aplicaciéon
de las 3Rs en los mismos.

Los Estados Miembro informaran de la severidad real de los procedimientos en el informe
estadistico anual. Este reflejara la severidad maxima experimentada por el animal como
consecuencia del procedimiento. Tal informacidn sera proporcionada por el usuario o la
persona responsable del proyecto, que habra sido mantenido informado por los
investigadores, cuidadores, veterinario/expertos cualificados intervinientes en el proyecto.

Se espera que los Comités Nacionales para la proteccion de animales utilizados en
procedimientos cientificos (Articulo 49) promuevan y compartan las mejores practicas dentro
de la Unidn Europea. Un aspecto importante de su labor sera la de fomentar la congruencia en
lo referente a la evaluacidn de severidad.

Terminologia

Se hace necesaria una cierta clarificacion y estandarizacion de la terminologia, con el fin de
asegurar que se comparte un mismo método para la evaluacién y asignacion de la clasificacion
de la severidad.

El Grupo de Trabajo Técnico de Expertos (TEWG) convocado por la Comisidn Europea en
2003 para considerar varios aspectos de la composicion de la nueva Directiva, hizo varias
recomendaciones con respecto a la terminologia que deberia usarse. Estas no se han
transpuesto directamente y la falta de mayores explicaciones en el Anexo VIl ha contribuido a
gue haya mas confusidn sobre qué aspectos de los procedimientos (dentro de un proyecto)
deben ser evaluados para la severidad.

Directiva 2010/63/EU — Articulo 3

“Procedimiento” significa cualquier utilizacidn invasiva o no invasiva de un animal para fines
experimentales u otros fines cientificos, con resultados predecibles o impredecibles, o con
fines educativos, siempre que pueda causarle un nivel de dolor, sufrimiento, angustia o
dafio duradero, equivalente o superior al causado por la introduccién de una aguja,
conforme a la buena practica veterinaria.

Esto incluye cualquier actuacion que, de manera intencionada o casual, provoque o pueda
provocar el nacimiento o la salida del huevo de un animal o la creacidon y mantenimiento de
una linea de animales modificados genéticamente en las condiciones de dolor, sufrimiento,
angustia o dafio duradero citadas en el parrafo anterior, pero excluye la eutanasia de
animales con el Unico fin de utilizar sus drganos o tejidos.

“Proyecto” significa un programa de trabajo con un objetivo cientifico definido y en el que
se realicen uno o varios procedimientos.




La recomendacidn desde el TEWG fue la de separar la definicion de “proyecto” de la de
“experimento” y que el término “procedimiento” se utilizara en lugar de “experimento” con el
objeto de que incluyera tanto los procedimientos con resultados conocidos (por ejemplo,
procedimientos relacionados con la produccidn de anticuerpos) como con resultados
desconocidos (por ejemplo, un procedimiento llevado a cabo para probar una hipdtesis).

Este ultimo concepto fue incluido, pero no se incluyd la siguiente recomendacion:

Técnica: Un acto técnico llevado a cabo en uno o mas animales con un propdsito
experimental o de otro tipo cientifico y que podria causar al animal o a los animales dolor,
sufrimiento, angustia, o dafios duraderos. Algunos ejemplos pueden ser la administracién
oral con sonda, una inyeccién, una laparotomia o una restriccion de comida/agua.
Procedimiento: Una combinacidn de uno o mas actos técnicos llevados a cabo en un animal
con un propdsito experimental u otro propdsito cientifico y que podrian causar al animal
dolor, sufrimiento, angustia, o dafios duraderos.

Proyecto: Un coherente programa de trabajo cuyo objetivo sea alcanzar un objetivo u
objetivos cientificos concretos y que implique una combinacién de uno o mas
procedimientos.

En una reunion del NCP celebrada en octubre de 2011, se prefirid el concepto de
“procedimiento” de una sola etapa o de multiples etapas al de “técnica” ya que este término
no figura en la Directiva.

El término “procedimiento” deberia, por lo tanto, ser utilizado para describir la completa
serie de etapas (técnicas) que deben seguirse para cumplir un determinado propésito
experimental o de otro tipo cientifico. Algunos procedimientos puede que incluyan un solo
paso (técnica) por ejemplo, la extraccidn de sangre de un animal “normal” para permitir un
estudio in vitro, pero la mayoria incluiran una serie de pasos (técnicas) por ejemplo, un estudio
de vacunas podria englobar la inoculacidn de la vacuna, exposicidén a un agente infeccioso y la
toma de muestras o biopsia de tejidos.

El Anexo VIl de la Directiva proporciona una serie de ejemplos de diferentes tipos de
procedimientos para las diferentes categorias de severidad, e incluye una combinacién de
procedimientos de una sola etapa y de multiples etapas.

Para determinar la severidad de un procedimiento, serd necesario considerar la
contribuciéon de cada una de las etapas (técnicas) y las consecuencias de cada etapa, a la
severidad total de dicho procedimiento. Por ejemplo, al inyectar una sustancia, debe
considerarse por un lado el impacto de la inyeccién en si, pero también cualquiera de los
efectos subsiguientes de la sustancia que se inyecte.

III

Clasificacion prospectiva de severidad

La clasificacion final de un procedimiento estara determinada por los efectos mas severos que
se espere que sean experimentados por cualquiera de los animales — lo que proporciona una
estimacion prospectiva del nivel mas alto de sufrimiento que es probable que cualquiera de los
animales experimente como parte del procedimiento. Esta informacidn puede ser de ayuda a
la hora de determinar una adecuada estrategia de seguimiento de los animales y para definir el
momento de punto final.

Informe de la severidad real

A diferencia de la clasificacion prospectiva, la severidad real (mas alta) experimentada por
cada uno de los animales durante el curso del procedimiento, tendra que determinarse



empleando las observaciones registradas durante el curso del procedimiento, reflejandose
mas tarde esta severidad real en las estadisticas anuales.

Por lo tanto, probablemente habra diferencias entre la clasificacidon prospectiva de la
severidad del procedimiento y la severidad real informada para cada uno de los animales
utilizados en el procedimiento.

“Por debajo del umbral” para la regulacion

La Directiva 2010/63/EU define un procedimiento como “una intervencion que pueda causar al
animal un nivel de dolor, sufrimiento, angustia o dafio duraderos, equivalente o superior al
causado por la introduccion de una aguja, conforme a la buena prdctica veterinaria”.

El Anexo VIl proporciona algunos ejemplos que estan por debajo de este umbral. Estos
incluyen la minima inmovilizacién de animales previamente habituados, la aplicacién de
aparatos telemétricos externos, una minima manipulacién de la dieta, incluyendo las
variaciones en su composicidon y disponibilidad, siempre a condiciéon de que no se espere que
causen ningun efecto adverso.

El Anexo también apunta que necesita tenerse en cuenta que la repeticién o combinacidn
de varias intervenciones “por debajo del umbral” puede tener un efecto acumulativo que lleve
a que la clasificacion del procedimiento sea “leve o mas alto”.

Por ejemplo, algunas investigaciones cientificas para el desarrollo de nuevas practicas
ganaderas que comprenden cambios significativos en la frecuencia de limpieza 'y
perturbaciones de los grupos sociales pueden causar sufrimiento y angustia y, por lo tanto,
deberian requerir autorizacién de proyecto.

Evaluacidn de la severidad de los procedimientos y valoracion de los dafios y
beneficios del proyecto

El andlisis entre los dafios y los beneficios que se requiere para la evaluacion del proyecto
(Articulo 38) tomara en consideracion la probabilidad del impacto sobre los animales utilizados
en el proyecto, y por ello necesita tener en cuenta todos los dafos potenciales a todos los
animales.

Por el contrario, la clasificacién de severidad de cada uno de los procedimientos dara una
indicacion del limite de sufrimiento infligido a cada uno de los animales utilizados en el
procedimiento.

Por consiguiente, la informacidn necesaria para la evaluacidn de un proyecto necesita
contener mas detalles sobre los perjuicios sobre el bienestar de todos los animales, que la
mera clasificacion de la severidad aplicada a los procedimientos de los que se compone el
proyecto.

Por ejemplo, en un estudio de vacunas, algunos animales (animales de control sin vacunar)
puede que experimenten una enfermedad clinica severa, lo que requiere asignar la
clasificacidn “severa” al procedimiento.

No obstante, seria de esperar que la mayoria de los animales a los que se administre una
vacuna efectiva no experimenten mas que efectos adversos “leves”.

Se hace necesario este conocimiento detallado del impacto probable en todos los animales
gue van a ser utilizados en un procedimiento, para que sea posible un analisis real del
dafio/beneficio.*°

En el ejemplo anterior, donde el proyecto consiste en desarrollar una nueva vacuna contra
una enfermedad que estd asociada con una alta mortalidad, es probable que el analisis de
dafios/beneficios esté a favor del proyecto. Naturalmente esto dependera de la consideracion
de otros muchos factores, tales como la experiencia y la implementacién de las 3Rs en los
procedimientos.



Planificando un procedimiento

El solicitante debe discutir la propuesta de proyecto con el veterinario (o un experto
debidamente cualificado, segun proceda) el personal encargado de los cuidados y/o el OEBA,
para considerar los procedimientos que se van a aplicar y las oportunidades para implementar
las 3Rs, por ejemplo unas estrategias apropiadas para la administracién de la dosis y extraccién
de muestras, y para acordar criterios apropiados de monitorizacidén/evaluacion, intervenciones
para minimizar el sufrimiento y, cuando corresponda, la aplicacidn del punto final.

Todos aquellos implicados en la evaluacién de la severidad deberian conocer el
comportamiento y bienestar animal, asi como de los indicadores de deficiencias en el
bienestar, el dolor y el sufrimiento en las especies que se vayan a utilizar.*

Este proceso asegura que todo el personal implicado en los estudios tenga una oportunidad
de contribuir al disefio del estudio, y garantizar que todos sean conscientes de los efectos
potencialmente adversos, el sistema de seguimiento del animal que se empleard y los métodos
gue se utilizardn para minimizar el sufrimiento.

Es necesario un trabajo en equipo eficiente entre todos los implicados, para garantizar una
interpretacién coherente y que minimice el sufrimiento de forma compatible con los objetivos
cientificos.

Formacion para la evaluacion de la severidad

Aunque el responsable del proyecto sera el encargado de transmitir los datos de la severidad
real a la autoridad competente, a menudo la evaluaciéon de la severidad real la llevaran a cabo
aquellas personas directamente implicadas en la puesta en practica de los procedimientos y la
observacién y cuidado de los animales.

Por lo tanto, es esencial asegurar que todos los implicados han sido formados
adecuadamente y que tengan un buen conocimiento del comportamiento normal y anormal
de la especie/cepa que se vaya a utilizar.

é¢Como debe evaluarse la severidad?
Clasificacion prospectiva de severidad de los procedimientos

Para determinar la clasificacidon de severidad apropiada para un procedimiento deben tenerse
en cuenta numerosos factores.

Aunque la evaluacidn es en gran parte subjetiva, a medida que se va disponiendo de mas
informacidn cientifica, nuestra capacidad para identificar el dolor, sufrimiento y angustia va
mejorando y, por lo tanto, es importante mantenerse al dia respecto a los avances en ese
campo de investigacidén que se desarrollan a tanta velocidad.

En el Anexo VIl de la Directiva 2010/63/UE y en el marco de evaluacidn de la severidad
aprobado por la UE se incluyen algunos ejemplos de clasificaciones de la severidad de
procedimientos.

A la hora de determinar una clasificacidn de severidad apropiada, es necesario considerar el
impacto en los animales durante todas las etapas del procedimiento planeado:

e (Qué se les estd haciendo a los animales?

e (Qué efecto tendra en ellos?

e (Cudnto sufrimiento puede causarles?

e (iQué intervenciones se pueden incluir para reducir el impacto en los animales?

(i) éQué se les esta haciendo a los animales?



Considere todas las etapas de las que se compone el procedimiento:

e Cambios en el entorno normal, mantenimiento y cuidados.

e Condicionamiento/entrenamiento; manejo e inmovilizacion.

e Administracién/inyeccion de sustancias — vias, volimenes, frecuencia.

e Obtencidon de muestras: Qué se toma como muestra, de donde se toman muestras,
gué cantidad y con qué frecuencia se toman.

e C(Cirugiay otras intervenciones invasivas.

e Uso de anestesia: Local, general, regional y/o analgesia.

e Duracion del estudio.

e En el caso de trabajar en la naturaleza: Método y frecuencia de la captura, captura
accidental de especies ajenas al estudio, alojamiento temporal, etc.

(i) ¢éQué efecto tendrdn estas intervenciones en los animales?

Los cambios en el entorno, en la cria y en el cuidado pueden tener un impacto inicial en el
bienestar del animal y producir cambios en su comportamiento (por ejemplo, incremento de
las agresiones) pero el habituar a los animales reducira la angustia potencial.!! Lo mismo se
aplica a los procedimientos de manipulacién e inmovilizacion. El comportamiento
condicionado de los animales, como por ejemplo la adaptacion al manejo o el entrenamiento
mediante un refuerzo positivo estructurado puede preparar mejor a los animales para los
procedimientos y mitigar estos efectos.

La administracién de sustancias y la toma de muestras pueden tener un impacto negativo
en el bienestar a corto o largo plazo, dependiendo de las vias, volumenes y efectos de las
sustancias administradas.

Las intervenciones quirdrgicas con toda probabilidad causaran dolor, incluso con unos
buenos cuidados perioperatorios (uso de analgésicos incluido).

(iii) ¢Cuanto sufrimiento pueden causarles estas intervenciones?

Deben tenerse en cuenta individualmente todos los elementos y cémo van a interactuar.

La naturaleza, intensidad y duracién de cada intervencién tendra un impacto en la
severidad en su conjunto.

También deben ser consideradas la frecuencia de las intervenciones y el tiempo de
recuperacion entre las mismas.

La duracion del estudio es un factor importante que debe considerarse, asi como el periodo
durante el cual el animal puede experimentar dolor, sufrimiento o angustia. Por ejemplo, en
una evaluacion de la seguridad en un estudio toxicoldgico, dependiendo de la dosis, un estudio
agudo puede causar grandes molestias como consecuencia de la administracién de los
farmacos, pero por lo general estas seran de corta duracion. Por el contrario, un animal joven
puede ser expuesto a un material contaminado (por ejemplo, la encefalopatia espongiforme
bovina) sin que haya efectos adversos iniciales y, debido a la larga duracién del periodo de
incubacién, mantendrd un buen estado de salud hasta el inicio de la enfermedad clinica.

En estudios toxicoldgicos crénicos, los animales pueden experimentar efectos adversos
menores/moderados durante muchos meses como resultado de las dosis diarias y los efectos
de las sustancias que se testan.

Para el trabajo en entorno silvestre, es extremadamente relevante una cuidadosa
inspeccidn de la autorizacidn del proyecto, ya que la clasificacién de la severidad sera solo de
aquellos animales que se utilicen tal y como se describa en la autorizacién de proyecto.’

Cuando, de acuerdo con el Articulo 10, se hacen excepciones para permitir el uso de
animales silvestres capturados de la naturaleza, es muy importante comprobar si la captura



en la naturaleza se considera como parte del procedimiento cientifico y por lo tanto la
informacidn sobre la severidad de esta accidn deberd incluirse. En el caso de que la capturay
transporte no sean parte del proyecto (por ejemplo, cien peces capturados y transportados a
un laboratorio en el que seran asignados a una serie de proyectos, durante un periodo de
tiempo, y dos peces mueren durante el proceso de captura, debido a heridas por las redes) no
debera informarse de dicha severidad, ya que ni la captura ni el transporte son un
componente esencial del objetivo cientifico.
No obstante, si “tomar animales de la naturaleza” es uno de los objetivos cientificos (por
ejemplo, el efecto de la captura y transporte en el comportamiento de los animales) la
severidad observada tiene que tenerse en cuenta a la hora de informar de la severidad real.
Esta de mds mencionar que debe asegurarse el adecuado bienestar determinado por la
Directiva durante la captura y transporte: la captura sdélo se llevara a cabo por personas
competentes, usando métodos que no causen mas dolor, sufrimiento, angustia o dafios
duraderos que los inevitables; los animales deberan ser transportados en las condiciones
necesarias, utilizando los métodos de contencién apropiados; cualquier animal que se
encuentre herido o en mal estado de salud deberd ser examinado por un veterinario u otra
persona competente y las medidas necesarias para minimizar su sufrimiento deberan ser
puestas en marcha. Se deberdn tomar consideraciones especiales y medidas apropiadas para
la aclimatacién, cuarentena, alojamiento y cuidado de los animales tomados de la naturaleza y,
segln proceda, tomar medidas para su puesta en libertad al término de los procedimientos.

(iv) éQué intervenciones pueden incluirse para reducir el impacto en los animales?

¢Cémo puede minimizarse el sufrimiento? ¢ Cdmo se incorporan los principios de las Tres Erres
al procedimiento/proyecto?

e Planificando cémo minimizar las alteraciones en el alojamiento, cria y cuidados.

e Desarrollando procesos para la aclimatacion e implementando programas de
entrenamiento adecuados.

e Considerando las dosis y los procedimientos de toma de muestras para minimizar el
impacto en los animales, por ejemplo, la administracién mediante mini-bombas podria
reducir los efectos adversos para el bienestar, en comparacion con la administracion de
varias dosis diarias que puede requerir inmovilizacién que cause estrés y aclimatacion a la
manipulacion. Sin embargo, también debe considerarse que se requiere cirugia y que los
implantes son de un tamafio considerable, lo que puede tener un impacto en la
locomocidn y/o comportamiento.

e las intervenciones quirurgicas deben estar acompafiadas de cuidado perioperatorio
efectivo y de analgesia pre y posoperatoria.

e Mientras se planifican los procedimientos, debe considerarse el desarrollo de sistemas de
seguimiento/registro del bienestar y la identificacidn de los probables efectos clinicos para
determinar el punto final (en concordancia con los objetivos cientificos).

Cada elemento de un procedimiento deberia garantizar que se han abordado
adecuadamente las Tres Erres. Estos aspectos deben tenerse en cuenta en primer lugar por el
solicitante del proyecto, que debe informarse con el personal veterinario y de los cuidados y el
OEBA, antes de que se determinar los detalles del procedimiento y asignar la severidad a la
solicitud.

Consultar con anticipacién a todo el personal implicado garantizara que se elabore el mejor
procedimiento posible.



Estas conversaciones deberan continuar durante todo el procedimiento para asegurar que
se aprovecha cualquier oportunidad para seguir desarrollando y aplicando el refinamiento en
la medida que es posible, como, por ejemplo, a través de nuevas publicaciones.

I”

Evaluacién retrospectiva y evaluacion de la severidad “rea

Como se ha indicado con anterioridad, existen una serie de requisitos en la Directiva para la
evaluacidn de la severidad real experimentada por cada uno de los animales y, para ciertos
proyectos, se requiere ademas que se lleve a cabo una evaluacién retrospectiva (Articulo 39).
La evaluacion de la severidad real es necesaria por una serie de razones:

e Para proporcionar informacién para las estadisticas anuales de utilizacién de animales;
e Para permitir la consideracién de reutilizacién de los animales;
e Para contribuir a la evaluacién retrospectiva de los proyectos (cuando sea requerida).

La evaluacién retrospectiva, ademas de considerar la severidad real experimentada por los
animales, también requiere considerar si los objetivos del proyecto se han cumplido o no, y si
se han identificado otras oportunidades para implementar las 3Rs. Todos los proyectos que
utilicen primates no humanos y todos los que incluyan procedimientos “severos” tienen que
llevar a cabo evaluacidn retrospectiva.

La evaluacion retrospectiva puede requerirse también en otros proyectos. Estos serdn
determinados por la autoridad competente durante la evaluacidn del proyecto y el solicitante
sera informado de dénde y cudndo se requiere la evaluacidn retrospectiva.

Para poder determinar la severidad “real” se necesita desarrollar sistemas de registro y
evaluacion adaptados a cada proyecto, que recogeran toda la informacion necesaria en un
formato que facilite la subsiguiente evaluacidn y clasificacion de la severidad real.

Desarrollo de un sistema para el seguimiento y evaluacion del bienestar

Existen numerosas publicaciones que ofrecen pautas para la evaluacion del bienestar de los
animales que estén siendo sometidos a procedimientos cientificos (véanse las referencias mas
abajo). El grupo de trabajo recomienda en particular tres articulos sobre la creacién y uso de
formularios de seguimiento y evaluacién. En concreto los articulos de Morton, Buchanan-Smith
y el informe del grupo de trabajo conjunto sobre mejora de BVAAWF/FRAME/RSPCA/UFAW.*
14, Estos articulos no sélo proporcionan una formacién sobre este tema, sino que también
debaten sobre los beneficios de emplear formularios para los animales de experimentacion,
para el personal en cargado de los cuidados y para la ciencia del proyecto.

Otras referencias de utilidad son “Guidelines for the Assessment and Management of Pain
in Rodents and Rabbits, the Rabbit Grimace Scale” un método para la evaluacién de dolor en
conejos y una publicacién de FELASA de 1994 dando unas pautas sobre dolor y sufrimiento y
sobre los signos clinicos en roedores y lagomorfos, equivalentes a la clasificacion de la
severidad.>?’

Un sistema de evaluacién ideal incluiria medidas simples y objetivas que pudieran aplicarse
de forma consistente y ser utilizadas para detectar el dolor, sufrimiento y angustia de los
animales desde el principio monitorizando su desarrollo a lo largo de los procedimientos
cientificos. Desafortunadamente, no se dispone de este sistema, ni es probable que siempre
sea asi, debido a la amplia variacion en las respuestas de comportamiento entre las diferentes
especies, cepas y los individuos vy las caracteristicas de los procedimientos y comportamientos.

El uso de sistemas de evaluacion disefiados a medida para un proyecto especifico y un
personal formado y experimentado, pueden contribuir a mejorar significativamente los
modelos animales. Por ello, es importante listar las respuestas clinicas o de comportamiento



posibles y/u observadas, que a su vez deberian evaluarse, cuantificarse o puntuarse, para
permitir identificar el momento de punto final. Por ejemplo, en algunos estudios de infeccion,
la monitorizacién de la temperatura se ha utilizado con éxito para identificar el punto final
temprano anterior a la manifestacion clinica de la enfermedad, sin por ello impedir que se
alcanzasen los objetivos cientificos del estudio.®

Para desarrollar un sistema de seguimiento y evaluacion adecuados deberian considerarse
los siguientes aspectos:

e Debe referirse al individuo y no al grupo de animales, aunque esto pueda suponer un gran
reto en grupos muy grandes (por ejemplo, en algunos estudios con peces).

e Debe informarse del nivel de severidad experimentado por cada uno de los animales,
usando las categorias de leve, moderada, o severa.

e Debe tenerse en cuenta la carga administrativa en el disefio del sistema para registro.

e Elsistema debe, siempre que sea posible, usar medidas objetivas para evaluar el nivel de
dolor, sufrimiento o angustia experimentados por el animal durante el procedimiento.

e Elsistema debe requerir una definicion y descripcion del momento de punto final.

e El seguimiento debe recoger (a) cualquier situacion relacionada con el bienestar, tanto sea
esperada como inesperada, que tenga lugar durante el curso del proyecto, (b) cualquier
accion de refinamiento tomada durante el curso del proyecto.

e Deben incluirse los criterios de evaluacidn para facilitar la clasificacion de la severidad.
Muchos de los sistemas publicados abogan por una forma de sistema numérico de
puntuacion y ordenan los signos clinicos con respecto a la clasificacion de severidad.
Evidentemente, la experiencia y el juicio profesional permitiran una puntuacion mas
objetiva.

e Es esencial que el registro se haga de forma estandarizada. Sabiendo que todo sistema de
puntuacién contiene criterios hasta cierto punto subjetivos, la informacién registrada
deberia ser especifica para el modelo animal y la especie utilizada.

Desarrollo de un sistema de registro adecuado

e Desarrollar un formulario de evaluacidn del bienestar a la medida del proyecto de
investigacion, mediante el debate con los investigadores, el personal encargado de los
cuidados, y los veterinarios (o expertos debidamente cualificados, segin proceda).

e Donde proceda, puntuar los signos de malestar en una escala apropiada que vaya desde
normal (puntuacidn = 0) al nivel mas alto de severidad. Utilicese puntuacion objetiva
siempre que sea posible.

e |dentificar criterios de intervencién, como por ejemplo determinando signos que requieran
control/intervencién veterinaria.

o Definir el limite de severidad permisible o aceptable, como por ejemplo una puntuacién
maxima de la suma total de los signos clinicos o de comportamiento, que no deberd
excederse durante los procedimientos. Esta puntuacién puede utilizarse como puntuacién
para establecer el momento de punto final.

e Considerar la evaluacién del sufrimiento acumulado y los criterios para la posible
reutilizacion de los animales.

e El formato electrdnico puede facilitar el registro de datos, permitiendo la modificacion de
la informacion en cualquier momento para permitir el registro de situaciones inesperadas
y cualquier tipo de nueva situacion que tenga lugar durante el proyecto. También hace
posible compartir la informacién con todos los implicados (técnicos, investigadores,
veterinarios, OEBA, etc.).

e El formulario de evaluacion debe ser sencillo y facil de cumplimentar, tanto por
observadores experimentados, como por los no experimentados y principiantes, y debe



emplear la terminologia que se haya acordado (por ejemplo, el glosario de signos clinicos
de FELASA).™ El formulario de evaluacién deber3 estar estructurado de tal forma que
puedan registrarse los resultados de diferentes momentos de observacidn de los animales,
tanto durante la manipulacién, desde cerca o a distancia.

e El formulario de evaluacion deberia estructurarse de tal forma que pueda modificarse
facilmente en caso de que la situacién, el tipo de proyecto, o la especie animal cambien

e El formulario de evaluacion debera, cuando asi se requiera, permitir el registro del
momento del proyecto en el que se lleve a cabo cada uno de los procedimientos, técnicas,
o se aplique el refinamiento.

e El formulario de evaluacidn deberia poder utilizarse durante todo el proyecto. Los registros
de estas evaluaciones seran de utilidad para la subsiguiente revisién del proyecto y para
adecuar las mejoras a futuros proyectos.

Evaluacion de la severidad real

El sufrimiento total o acumulado de un animal se puede estimar a partir de la naturaleza y el
numero de efectos adversos e inesperados que hayan aparecido en el curso de un
procedimiento. El nivel de severidad experimentada por cada uno de los animales en el curso
de un procedimiento esta influenciado por varios factores, cada uno de los cuales deberia ser
incorporado.

La siguiente lista, no exhaustiva, nos indica factores que pueden influenciar en la cantidad

y nivel de sufrimiento que un animal puede experimentar durante un procedimiento cientifico
y deben tenerse en cuenta a la hora de determinar el sufrimiento acumulado de un animal:

e Laduracidén del proyecto/procedimiento;

e Laduracion de cualquier tipo de efecto adverso;

e El numero de procedimientos que se llevaron a cabo en el animal;

e Lafrecuencia con la que se llevaron a cabo los procedimientos;

e Siel animal ha sido reutilizado para este proyecto;

e Una evaluacién de la condicidn clinica y del bienestar del animal al final del
procedimiento, que deberia incluir los factores que influyeron en el peso y la condicién
corporales;

e Una evaluacién del impacto en el comportamiento o bienestar fisioldgico del animal,
por ejemplo, la incidencia de comportamientos anormales, estereotipicos o agresivos.

Los siguientes factores también podrian tenerse en consideracion para la evaluacion de la
severidad real:

e Como se habia preparado al animal (por ejemplo, adaptacidn, entrenamiento);

e El numero de intervenciones (quirurgicas);

e Llasvias, volimenes y frecuencias de administracion de compuestos y farmacos;

e Las caracteristicas fisicas y quimicas de la solucién o compuesto administrados, por
ejemplo, si las inyecciones reiteradas o la inyeccidn de sustancias acidas o basicas
produjeron irritacion local y necrosis;

e lasvias, frecuencia y volimenes extraidos durante la toma de muestras de sangre;

e El método y frecuencia de las inmovilizaciones;

e Los cambios en la estructura social/separacion y alojamiento individualizado
(aislamiento) de animales sociales.

Aunque cada uno de los elementos tiene el potencial de impactar en la severidad, la
severidad real experimentada estard en gran medida determinada por la efectividad de las



medidas que se hayan tomado para reducir los efectos negativos del procedimiento, como,
por ejemplo, el uso de analgésicos para reducir el dolor posoperatorio.

La determinacion de la severidad real requiere una revision de la aplicacidon y
consecuencias de los procedimientos aplicados y de la efectividad de las acciones que se hayan
tomado para minimizar el sufrimiento. La severidad real puede determinarse solamente tras
una revision de todos los efectos en el animal a lo largo del procedimiento, lo que requiere que
se mantengan y consideren unos registros clinicos enfocados a este fin.

La severidad real que se registrara para cada uno de los animales debe basarse en el nivel
de severidad mas alto experimentado durante el procedimiento y no en la severidad al
haberse terminado este.

Asignar la severidad para un animal hallado muerto durante el estudio

A pesar de los esfuerzos para hacer un estrecho seguimiento de los animales, es posible que
hallemos muerto un animal como consecuencia del procedimiento experimental o por otras
causas no relacionadas. El documento de trabajo de la Comisidn sobre el marco de evaluacion
de la severidad y el articulo de discusion de 2016 proporcionan algunas pautas para la
asignacion de severidad en estos casos.®’” En ellos se observa que: “A efectos del informe
estadistico, la severidad real debe referirse primordialmente a la severidad de los
procedimientos experimentales y no a posibles incidentes no relacionados, tales como brotes
de enfermedad o inundacién de las jaulas” y que “la severidad real de un animal hallado
muerto debe registrarse como ‘severa’ a menos que sea posible determinar que el animal no
experimentd sufrimiento severo antes de su muerte. En caso de que no sea probable que la
muerte fuera precedida por sufrimiento severo, la clasificacién de la severidad real debe
reflejar la experiencia previa a su muerte que se conozca. Debe prestarse la debida
consideracion a factores tales como la frecuencia en el seguimiento, uso de analgésicos, etc.”.

Todas las muertes de animales deben ser cuidadosamente revisadas por los implicados
(cientificos/personal encargado de los cuidados/veterinarios) lo antes posible para asegurarse
que se dispone de toda la informacion necesaria para determinar si la muerte esta relacionada
con el procedimiento y para determinar un nivel apropiado de severidad a efectos del informe
estadistico. “Sea cual sea la causa” deberan tomarse las medidas oportunas para que no se
repita.

Cuando la severidad real experimentada excede la que se predijo prospectivamente, puede
que sea necesario notificar a las autoridades y/o reconsiderar la autorizacion de proyecto.

En el articulo de debate de la UE de enero de 2016 pueden encontrarse pautas para la
asignacion de la severidad real en aquellos casos en los que los animales sean hallados
muertos, y se propone un ilustrativo arbol de decisiones para ayudar a determinar la
asignacion de la severidad de la muerte a efectos del informe estadistico (reproducido a
continuacién).”

1. ¢Estala muerte relacionada o no relacionada con el procedimiento al que estaba siendo
sometido el animal?

1.1. No relacionada
Ejemplos de muertes no relacionadas:
e Deficiencias en el equipamiento o en los controles medioambientales, por ejemplo,

inundacién de la jaula o mal funcionamiento del sistema de la
climatizacion/ventilacion;



e Cuidados inapropiados tales como no proporcionar una dieta adecuada (por ejemplo,
no debidamente equilibrada) o contaminada (por ejemplo, por mal almacenamiento);

e Agresidon entre animales que estén alojados en grupo;

e Enfermedades o infecciones no relacionadas;

e Animales de envejecimiento: La muerte de animales en estudios de larga duracién
debe evaluarse para diferenciar claramente las muertes como resultado del
procedimiento de las muertes como consecuencia del proceso natural de
envejecimiento. La muerte en estos estudios no debe clasificarse automaticamente
como severa, y debe prestarse la debida atencién al historial clinico y la condicién del
animal en el momento de la ultima observacidn;

e Enelcaso de la “cria para el establecimiento de una linea genéticamente alterada”,
cuando la alteracion genética no sea considerada como causa de mortalidad en base
a la evaluacidn del bienestar realizada en la linea establecida, serd improbable que las
muertes que se produzcan durante el programa de cria se deban a la alteraciéon
genética.

La severidad real para el animal deberia reflejar el nivel mas alto de severidad
experimentado por el animal durante el curso del procedimiento (excluyendo el nivel de
severidad relacionado con la muerte).

1.2. Relacionada: siga a la pregunta 2.

2. ¢Puede tomarse una “decision informada” acerca de los acontecimientos que condujeron
a la muerte? Factores tales como la frecuencia de la monitorizacién, el uso de analgésicos, etc.
seran tomados en consideracién.

2.1. Si, por ejemplo:

e El animal no logra recuperar la consciencia totalmente en el posoperatorio, pero ha
estado en un régimen apropiado de analgésicos durante todo el proceso;

e No se han registrado anormalidades clinicas durante el proceso, ni anticipadamente,
pero el animal es hallado muerto horas después de un examen clinico.

La severidad real por informar debe reflejar la severidad como resultado de los eventos que
se supone llevaron a la muerte.

2.2.No

‘ La severidad real debera registrarse como “severa”.

Reutilizacion de animales y sufrimiento acumulado

La reutilizaciéon de animales en procedimientos posteriores estd permitida bajo la Directiva
2010/63/EU, pero esta condicionada a una serie de factores que incluyen la severidad real del
procedimiento precedente, una demostracidn de que el estado de salud y bienestar del animal
se ha recuperado por completo y que la reutilizacion concuerda con la opinién de los
veterinarios, teniendo en cuenta toda la experiencia de por vida del animal.?®

Evaluar la severidad que un procedimiento cientifico puede causarle a un animal puede ser
dificil cuando los animales son sometidos a varios procedimientos de multiples etapas durante
un periodo prolongado, en especial cuando la naturaleza de los procedimientos implica que los
animales también seran sometidos a alteraciones en sus condiciones normales de alojamiento
y cuidados (por ejemplo, periodos en aislamiento).



Sin embargo, esta evaluacidn es necesaria para permitir la reutilizacién, y debe tener en
cuenta la experiencia durante toda la vida del animal. Esto presenta una nueva drea para
considerar, ya que no sélo deben tenerse en cuenta el dolor, sufrimiento y angustia
directamente causados por las diferentes etapas del procedimiento, sino también debe
prestarse atencion al sufrimiento supeditado al entorno y cuidados a lo largo de sus vidas.

El sufrimiento acumulado o de por vida puede considerarse como la combinacién de
sufrimiento directo (la aplicacién de procedimientos cientificos) cualquier enfermedad clinica
qgue el animal haya sufrido (que pueden estar o no relacionadas con el procedimiento, por
ejemplo, enfermedades intercurrentes o heridas quirurgicas) y el sufrimiento supeditado
(alojamiento, cuidados, transporte, etc.). La duracidn de estas situaciones también debe ser
tenida en cuenta.

Los aspectos clave que deben tenerse en cuenta al considerar la experiencia de por vida
son:

e Laduracion de la exposicion al dolor, sufrimiento, angustia o dafio duradero. Una
duracidon prolongada causara con mayor probabilidad una severidad mas elevada;

e Lanaturaleza e intensidad de los efectos en los animales;

e Elintervalo entre los procedimientos — cuanto mads cortos sean los intervalos,
habitualmente habrd menores posibilidades de que el animal vuelva a su estado
normal;

e La naturaleza de las intervenciones y acciones que se llevaran a cabo para aliviar el
sufrimiento;

e Laconsideracién de cualquier sufrimiento supeditado.

Ejemplos ilustrativos de la clasificacion de severidad y su informe — Apéndice 1

Los ejemplos de trabajo adjuntos (Apéndice 1) eran los actuales durante la elaboracién de este
informe y son ejemplos reales de cdmo pueden enfocarse la clasificacion de severidad y su
informe. Ellos ponen de manifiesto aspectos que afectan al bienestar y la ciencia, sugiriendo
mejoras que pueden implementarse mediante la revision critica del disefio del estudio, y
proporcionan clasificaciones de la severidad, ilustrativas y realistas. Los ejemplos también
incluyen sistemas de registro que pueden usarse en los estudios para el seguimiento y
evaluacion de la severidad real y elementos para la evaluacion retrospectiva de un proyecto.

Es un hecho que pueden existir otras posibilidades de implementar las 3Rs que hayan ido
apareciendo desde que se desarrollaron estos ejemplos, y por lo tanto no deben tomarse
como modelos inalterables. Cada proyecto sera diferente, en especial en lo que se refiere a los
objetivos cientificos que pueden influenciar de forma significativa la severidad completa de un
procedimiento. La intencidén no obstante es explicar y fomentar este acercamiento a la
evaluacion de la severidad por etapas. Si se aplica como se pretende, deberian alcanzarse los
resultados deseados de mejorar la ciencia y el bienestar y de evaluar e informar de forma
consistente sobre la severidad real.

El grupo de trabajo ha elegido modelos animales de uso frecuente en la comunidad
cientifica y para cada uno de ellos se ha planteado las cuatro preguntas formuladas
previamente: ¢ Qué se le estd haciendo a los animales? ¢ Qué efecto tendrd en los animales?
é¢Cudnto sufrimiento puede causarles? ¢ Qué intervenciones pueden incluirse para reducir el
impacto en los animales?

Modelos incluidos en este informe

1. Control de infeccién: Evaluacion de la proteccién de candidatos para la vacunacién en un
modelo murino de tuberculosis y screening de candidatos a nuevos farmacos.



2. Dolor neuropatico: Ligadura del nervio espinal en ratas.

3. Embolia: Eficacia de un nuevo agente terapéutico en la oclusién de la arteria cerebral media
en el Titi comun.

4. Evaluacion cardiovascular de nuevos agentes terapéuticos: Modelo telemétrico en perros.

5. Fibrilacion auricular: Evaluacién de nuevas sustancias antiarritmicas en conejos.

6. Ecotoxicologia: Determinacidn de la bioacumulacidn utilizando el test de flujo constante en
peces.

7. Toxicologia regulatoria: Evaluacién de la toxicidad aguda por via oral en ratas.

8. Farmacocinética: Determinacion de la farmacocinética tras una Unica administracion de una
sustancia de prueba en perros.
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Apéndice 1: Ejemplos ilustrativos de clasificacion de la severidad y su informe
Control de infeccion — modelos murinos de tuberculosis

Contexto general. En 2010 se identificaron 8,8 millones de casos de tuberculosis, y
aproximadamente de 1,2 a 1,5 millones de personas murieron en ese afio debido a la
enfermedad, convirtiéndola en la segunda mayor causa de muertes relacionadas con infeccién
en el mundo, por detras del VIH/SIDA.! A pesar de que existen algunos farmacos efectivos para
el tratamiento de la tuberculosis en humanos, por el momento existen algunos retos dificiles
en la lucha contra esta infecciéon, que incluyen el riesgo de co-infeccién con VIH, la aparicion de
cepas de Mycobacterium tuberculosis resistente a multiples farmacos, problemas con la
cumplimentacién de los requerimientos de los regimenes farmacolégicos de larga duraciéon
actuales, y la necesidad de reemplazar con nuevas vacunas a la vacuna clasica Bacilo Calmette-
Guérin (BCG) cuya eficacia, se ha demostrado, varia entre el 0y el 80%.%* Esto hace que los
modelos murinos de tuberculosis en fase pre-clinica sean mas importantes que nunca.>®

La infeccion experimental de ratones con M. tuberculosis se ha utilizado para modelar la
tuberculosis humana desde los primeros trabajos de Robert Koch, y desde entonces estos
modelos han sido de vital importancia para comprender la interacciéon huésped-patogenoy
para ensayar formas de terapia y prevencion de esta enfermedad.>’-1°

Existen marcadas diferencias en la susceptibilidad a la infeccién por tuberculosis en
diferentes cepas de ratdn. Sin embargo, y al contrario de lo que sucede en la mayoria de los
humanos, no existe ninguna cepa de ratén capaz de controlar la enfermedad en una forma
totalmente latente, y todos los animales terminan por sucumbir a la infeccién como resultado
del progreso de la enfermedad, si esta no se trata.!! En todas las cepas la infeccion
experimental es rdpidamente seguida de un crecimiento acentuado y exponencial del nimero
de bacterias en los pulmones. Las cepas mas resistentes (por ejemplo, la C57BL/6) son capaces
de llegar a una respuesta inmunitaria especifica después de esta primera respuesta, siendo por
ello capaces de controlar la enfermedad hasta un estado crdénico unas 3-4 semanas después de
la infeccidén. Durante esta fase el nimero de bacterias en los pulmones se mantiene elevado,
pero relativamente estable, durante varios meses e incluso hasta mas de un afio (aunque
permanece la patologia del pulmén) y los animales en apariencia no presentan sintomas.
Finalmente, la enfermedad se recrudece, aumentando su severidad hasta la muerte*? en caso
de no evitarse mediante por un punto final humanitario.'® En cuanto a las cepas mas
susceptibles, o bien no son capaces de inhibir el aumento de bacterias en los pulmones tras la
infeccidn primaria, o no pueden contenerlo, lo que hace que la enfermedad progrese con
rapidez y abiertamente sintomatica, culminando en una muerte temprana.’*'> Ademés de la
cepa de ratén, existen otros pardmetros que afectan a la resistencia a la infeccidn, tales como
el tamafio del in6culo (en UFCs) y la via de infeccién elegida.'>!®'” Dependiendo de esta serie
de parametros, la media de tiempo de supervivencia de los ratones infectados con M.
tuberculosis puede variar entre menos de 20 dias a mas de 300 dias.'*8
A continuacion, se describen dos procedimientos diferentes, uno para testar vacunas y otro
para la seleccion de nuevos farmacos experimentales.

Procedimiento ilustrativo (1) — evaluacion de la proteccion de vacunas experimentales en un
modelo murino de infeccion por tuberculosis

Disefo del estudio. El objetivo es encontrar vacunas experimentales que puedan reducir las
UFC pulmonares en al menos 1,5 unidades logaritmicas por debajo de lo que logra la vacuna
BCG. Se ha establecido un estudio piloto que con una desviacién estandar de 1,2 unidades
logaritmicas logra un a efecto de tamafio cercano al 1,65. Para un alfa = 0,01 y una potencia
del 90%, se requiere un minimo de once animales para detectar esta diferencia de media entre
la BCG y la proteccidn de otro antigeno. Se utilizara un grupo de doce animales por si hubiera



muertes inesperadas. Se utilizarén diez grupos, cada uno de doce ratones BALB/c hembra, para
probar las vacunas experimentales contra una infeccidn de M. tuberculosis. Cada uno de los
ocho grupos de prueba serdn inmunizados mediante inyeccidn intramuscular (en tres

ocasiones a intervalos de dos semanas) con una vacuna experimental; un grupo de control sera
inyectado sélo con vehiculo y otro grupo de control con la vacuna BCG como modelo de

III

referencia (contro

gold-standard”). Treinta dias después de la ultima inmunizacién, todos los

ratones serdn infectados por aerosol con una dosis baja de M. tuberculosis. Tres ratones de
cada grupo seran sacrificados, uno, dos, y tres meses después de la infeccidn para evaluar la
carga bacteriana en los pulmones y el bazo. Los ratones restantes seran monitorizados usando
un sistema de puntuacién clinica adaptado para su uso en estudios de infeccién,® con el
objeto de determinar el momento de punto final. Los ratones seran alojados en grupos en
jaulas de suelo continuo con material para hacer nidos y tubos de cartén. Tendran alimento y
agua ad libitum. Todos los animales serdn sacrificados mediante sobredosis de anestésico con

pentobarbital de sodio.

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene este
estudio para los animales?

¢Qué experimentaran
los animales? ¢Cuanto
sufrimiento puede
causar? {Qué puede
empeorarlo?

¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?

Efectos adversos

Metodologia e
intervenciones para
minimizar la severidad

Punto final

Inmunizacién intramuscular
Inyeccién de antigenos de la
vacuna experimental con
adyuvante en ambas patas
traseras.

Infeccidén por aerosol

30 dias después de la ultima
inmunizacion, se agruparan los
ratones Balb/c en una cdmara,
de generacion de aerosol. El
equipo esta calibrado para
descargar una dosis especifica
de bacilos viables en los
pulmones de cada uno de los
animales a partir de una
suspension de micobacterias.

La inyeccion puede ser
dolorosa y/o causar
trauma mecanico y
potencialmente dafio
nervioso.

La reaccion
inmunitaria puede
causar inflamacion
dolorosa.

Un trauma previo
causado por la técnica
de inoculacién de este
antigeno puede
aumentar el dolor
experimentado en las
subsiguientes
inmunizaciones.
Posible angustia leve
causada por la
manipulacién y estar
en la cdmara durante
un ciclo de 20
minutos. La infeccion
primaria normalmente
es asintomatica. No
obstante, algunos
ratones han
manifestado fiebre
transitoria en esta
etapa. De tres a cuatro
semanas después de la
infeccidn, se espera
que los animales
controlen la infeccién

Personal bien
entrenado.
Seguimiento de las guias
recomendadas para la
administracién de
sustancias.
Monitorizar
estrechamente a los
animales tras cada
inoculacién del
antigeno.

Monitorizacién diaria de
los animales.

Se utilizaran cantidades
relativamente reducidas
para la inoculacion
(~2log1o UFC) para evitar
una reaccion inmunitaria
exacerbada y una carga
bacteriana excesiva
durante el estado
cronico.

No se esperan efectos
particularmente
adversos durante la
infeccion primaria. Se
espera que todos los
animales controlen la

Los animales que
muestren cojera
permanente y/o
presenten signos de
angustia no transitoria
relacionadas con
lesiones por la inyeccion
seran sacrificados.

No se esperan efectos
adversos.



Evaluacion de la proteccion de
la vacuna

Se sacrificardn tres ratones de
cada grupo mediante una
sobredosis de anestésicos para
determinar el nimero de
bacterias en pulmones y bazo,
después de uno, dos y tres
meses de la infeccidn
experimental.

Determinacion del tiempo de
supervivencia

Los tres ratones restantes de
cada grupo seran
monitorizados en busca de
signos de recrudecimiento de
la enfermedad.

El punto final sera
determinado mediante una
puntuacion clinica. Los analisis
post-mortem permitiran
obtener mas informacién.

hasta un estado
crénico. Durante la
infeccidn cronica, los
ratones no presentan
sintomas aparentes.
Es esperable que los
momentos
establecidos para
recolectar la
informacidn coincidan
con las fases
asintomaticas o
levemente
sintomaticas de la
enfermedad.

El recrudecimiento de
la enfermedad se
caracteriza por la
transicion de un
estado crénico no
clinico crénico a un
estado evidentemente
sintomatico de
severidad progresiva.
Los signos asociados
con la enfermedad
activa incluyen
dificultad respiratoria,
postura encorvada,
falta de acicalado;
incapacidad para
comer y beber, fiebre
y caquexia.

Si no se evitan
mediante un punto
final temprano, los
sintomas de severidad
progresan hasta
alcanzar un estado
hipocinético sin
respuesta
(“moribundo”),
culminando con la
muerte.

infeccién hasta un
estado crénico.

Estrecha monitorizacién
de los animales durante
esta etapa mediante
hojas de puntuacion.

Estrecha monitorizacion
de los animales y control
diario del peso para
determinar el paso de
enfermedad crénica
sub-clinica a la
enfermedad evidente,
momento en el que serd
necesario el punto final.

Se espera que los
momentos de
observacion antecedan
a cualquier signo clinico
evidente.

Si por cualquier motivo
los animales alcanzan
una puntuacion clinica
predefinida, seran
sacrificados.

Punto final establecido
mediante puntuacion
clinica.

Aparte de esta
puntuacion, los animales
que pierdan mas del
15% de su peso
(comparado con su peso
maximo alcanzado)
seran sacrificados.

Evaluacion inicial prospectiva. Aunque la carga bacteriana y los pardmetros inmunolégicos se
usan como indicadores de la proteccién de la vacuna (véase la evaluacion provisional) el indice
de supervivencia proporciona informacion importante y normalmente se usa en este tipo de

estudio.

Se utilizaran criterios objetivos, como los de las hojas de puntuacidn, para implementar el
punto final y evitar que los animales alcancen estados avanzados de enfermedad. No obstante,
existe el riesgo de que algunos animales alcancen de forma imprevista niveles significativos de
sufrimiento y angustia como resultado de la infeccidon experimental (en especial los controles
con vehiculo) asi como por dafios nerviosos accidentales o una respuesta inmunoldgica
exacerbada, presentando inflamacién por la inoculacién del antigeno (tres inyecciones
intramusculares en el muslo)?*2%, Por ello es apropiado asignarle la categoria de severidad
prospectiva como MODERADA.
¢Podria la categoria ser SEVERA?



No, si las medidas de refinamiento propuestas se aplican de forma apropiada. En particular
el uso de las hojas de puntuacidn puede ser de gran ayuda a la hora de identificar signos
tempranos de la actividad de la enfermedad, y de esta forma identificar los momentos
tempranos de punto final, evitando a los animales un sufrimiento significativo.

¢Podria la categoria ser LEVE?

Dependiendo del momento de la eutanasia, los animales podrian no dar aun muestras del
inicio de la enfermedad, vy, por lo tanto, la clasificacion seria LEVE.

Para los estudios de supervivencia, en los casos donde la vacuna control haya sido efectiva
y se haya maximizado el refinamiento, existe la posibilidad de que estos animales sdélo
muestren signos clinicos LEVES. Sin embargo, ya que en ratones incluso la vacunacién BCG sélo
logra reducir la carga bacteriana (ver introduccidn) y por tanto todos pierden control de la
infeccidn, luna clasificacion de severidad LEVE resulta poco probable.

[Tabla 2]

Observacion clinica/Sistema de puntuacién. Los animales fueron monitorizados estrechamente
desde el momento de la infeccidn experimental. Al final de esta seccidn se incluye un ejemplo
de sistema combinado de observacién y puntuacion, utilizados para monitorizar la condicién
clinica de los animales a lo largo del procedimiento.

A excepcidn de un animal al que tuvo que practicarsele la eutanasia y retirarse del estudio
por mostrar una cojera pronunciada en una pata trasera después de la segunda inmunizacion,
todos los animales se recuperaron del programa de inmunizacidn sin complicaciones
inesperadas. No se asociaron complicaciones a la infeccién con aerosoles.

Ninguno de los ratones que fueron sacrificados en los momentos preestablecidos (tres de
cada grupo, en tres momentos diferentes) mostraba signos aparentes de enfermedad.

De los ocho grupos vacunados, cinco de esos grupos mostraron una carga bacteriana mas
baja en todos los érganos analizados, un inicio tardio de la enfermedad y un tiempo de
supervivencia significativamente mds largo que los grupos no vacunados. Dos grupos
vacunados mostraron niveles de proteccién similares a los del grupo de vacuna BCG y en el
grupo restante, la patologia era similar a la del grupo de control, que fue el primero en dar
muestras de enfermedad recurrente. Estos animales fueron sacrificados a su debido tiempo de
acuerdo con la puntuacion previamente establecida. No se registraron pérdidas inesperadas
de animales, por ejemplo, por muerte espontdnea.

Se considerd que 89 animales (que fueron sacrificados en los momentos preestablecidos,
excepto el que cojeaba) habian experimentado una severidad LEVE.

Se considerd que 31 animales (30 usados en los estudios de supervivencia y uno sacrificado
por la cojera) habian experimentado una severidad MODERADA.

Ejemplo de observacion clinica/sistema de puntuacion

Vocalizacion No vocalizaciéon 0

Vocalizacién provocada por la manipulacién 1
Vocalizacién no provocada, causada por el dolor 2
Actividad Interaccidn con los compafieros de jaula, movimiento y comportamiento
caracteristicos de la especie, muestra curiosidad, patrones normales de 0
comportamiento provocado (por ejemplo, reaccién de escape al acercarnos)
Interrupcién de la actividad, patrones de comportamiento deprimidos, incluso 1
aunque se le provoque, consumo reducido de alimento y agua
No responde, letargico, no consume alimento ni agua 2
Condicion del pelaje Pelaje brillante y ajustado al cuerpo del animal 0
Pelaje brillante, piloereccién parcial 1
Pelaje sin lustro, marcada piloereccién 2
Deshidratacién Turgencia normal de la piel 0
Turgencia reducida (se mantienen los pliegues cutaneos) 1
Flujo (6culo-nasal) Sin flujo 0



Flujo 6culo-nasal, secrecién serosa
Flujo 6culo-nasal, secrecion copiosa y supurativa
Acicalamiento Acicalamiento normal
Acicalamiento reducido, area anal manchada con heces
Sin acicalamiento, drea anal manchada con heces secas, impactacion fecal
Locomocién Locomocidn espontanea sin ser provocada, o mientras duerme al abrirle la jaula
y provocarle
Locomocidn tras provocacion, andar tambaleante y trabajoso
Ninguna locomocion
Postura Normal
Intermitentemente encorvada
Permanentemente encorvada, parcialmente en posicion lateral (el ratén anda de
lado)
Respiracion Normal
Taquipnea o patrdn respiratorio anormal
Taquipnea, respiracion dificultosa, patron de respiracién anormal, 2
desvanecimientos ocasionales
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La suma total de 10 puntos determina el momento de punto final en el que los animales seran eutanasiados.

Procedimiento ilustrativo (2) — seleccion de nuevos farmacos experimentales en un modelo
murino de infeccion por tuberculosis

Disefio del estudio. El objetivo es encontrar fairmacos equiparables a los antibidticos efectivos
actuales, que permitan a los animales sobrevivir hasta seis meses después de la infeccién sin
recaidas. En ese periodo, hemos observado un porcentaje de supervivencia del 20% en los
controles sin tratar. Para detectar esta diferencia de supervivencia, con una potencia del 90% y
alfa = 0,05, tan sdlo se necesitan seis animales (prueba exacta de Fisher). No obstante, para
paliar pérdidas imprevistas, se utilizardn ocho animales por grupo. Se utilizaran trece grupos
de n=8 ratones hembra C3H/HelJ para comparar la eficiencia de cuatro nuevos farmacos
experimentales contra una infeccion de M. tuberculosis con otros productos ya con licencia.
Todos los animales seran infectados por via intratraqueal (3 unidades logaritmicas de UFC en
100ul de tampdn fosfato salino, es una dosis que se dictaminé apropiada durante la evaluacion
preliminar) mediante incision en la trdquea. Cuatro semanas después de la infeccion, se
administrara mediante sonda oral a cuatro grupos de ratones, una dosis baja del compuesto a
testar que se les haya asignado, una vez al dia, cinco dias por semana y durante dos semanas.
Cuatro grupos recibiran dosis altas del compuesto de prueba. A un grupo de control se le
administrara sélo vehiculo, mientras que los otros cuatro grupos recibirdn uno u otro de los
dos farmacos que actualmente se utilizan como criterio de referencia (“gold-standard”) (CR-A,
CR-B; controles positivos) en dos dosis para cada farmaco. Se registrard la supervivencia de
todos los grupos de ratones. Se utilizara una valoracién por puntuacién clinica para determinar
el momento del punto final. Los ratones seran alojados en jaulas de suelo continuo con
material para construir nidos y tubos de cartén. Los animales tendran acceso a agua y comida
ad libitum. Todos los animales que sobrevivan serdan sometidos a la eutanasia mediante
sobredosis anestésica con pentobarbital de sodio al término del experimento (14 dias después
de recibir la dosis).

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene ¢Qué experimentaran los ¢Como se reducira el sufrimiento al minimo?
este estudio para los animales? ¢Cuanto
animales? sufrimiento puede causar?

¢Qué puede empeorarlo?




Efectos adversos

Metodologia e
intervenciones para
minimizar la severidad

Punto final

Instilacion intratraqueal

Los ratones seran infectados
a través de una incisién en la
traquea bajo anestesia
general, inducida por
inyeccion intravenosa de
ketamina/medetomidina.

Administracion de farmacos
Administracion oral diaria de
los farmacos experimentales
mediante sonda, durante
una semana, empezando
una semana después de la
infeccién.

Progreso de la enfermedad
y evaluacion del tiempo de
supervivencia

Se monitorizara a los ratones
en busca de signos de
recrudecimiento de la
enfermedad. El punto final
se determinard mediante
valoracién/puntuacion
clinica. Se llevara a cabo un
analisis post mortem para
obtener mas informacion.

Efectos adversos de la
anestesia general.
Complicaciones
postquirurgicas, dolor en
el lugar de la herida;
reapertura de la herida,
infeccién.

La herida suele curarse en
2-3 dias.

Introducir una sonda oral
es un procedimiento dificil
que puede causar
aspiracion de fluidos por
los pulmones, perforacién
del eséfago o pared
gastrica, irritacion,
inflamacidén y ulcera del
esofago como
consecuencia de repetir
las dosis.

Falta de apetito y pérdida
de peso causados por el
estrés relacionado con la
introduccién de la sonda,
o efectos secundarios del
farmaco.

Los signos asociados con la
enfermedad activa
incluyen dificultad
respiratoria, postura
encorvada, falta de
acicalamiento;
incapacidad para comery
beber, fiebre y caquexia.
Si no se mitigan, los
sintomas de severidad
progresan hasta alcanzar
un estado hipocinético sin
respuesta (“moribundo”),
culminando con la muerte.

Anestesia y analgesia
adecuadas, de acuerdo
con los efectos adversos
conocidos durante la
inducciony
recuperacion.

Técnica aséptica, manta
de calor durante la
anestesia.

Control no
farmacoldgico del dolor
y el sufrimiento.
Observacion diaria.
Personal bien formado.
Se ensayaran formas de
mejora para el sondaje
oral en un estudio piloto,
que consistird en aplicar
una capa de sacarosa a
una sonda, método que
ha demostrado
anteriormente su
eficacia para apaciguar a
los ratones e inducirles a
tragar, reduciendo el
estrés relacionado con el
procedimiento.

Personal bien formado.

Se monitorizaran
estrechamente y se les
asignara una puntuacion
clinica, mediante el uso
de una hoja de
puntuacion.

Para estudios de
supervivencia, se
utilizara una puntuacion
clinica preestablecida
para determinar el
momento de punto final.

Complicaciones
postquirurgicas como
punto final definido.

Cualquier animal que
presenten signos de
lesiones relacionadas
con el sondaje, seran
eutanasiados.

Punto final establecido
por una puntuacién
clinica. Sin importar
dicha puntuacion, los
animales que pierdan
mas del 15% de su
peso (comparado con
el peso maximo
alcanzado) seran
sacrificados.

Los animales que
muestren signos de
angustia severa,
determinado por la
puntuacion de su
condicion corporal,
seran sacrificados.

Evaluacion inicial prospectiva. El uso de la instilacion intratraqueal genera problemas para el
bienestar en comparacidn con otras vias, ya que requiere anestesia general y, ademas de la

angustia relacionada con la recuperacién, puede generar otras complicaciones antes de que las
heridas terminen de cicatrizar.?® Sin embargo, permite una inoculacién precisa, estandarizada y
exitosa. Un procedimiento quirdrgico optimizado tendra como objetivo evitar complicaciones
posteriores a la intervencion y reducir la variabilidad.
A pesar de que se requiere evaluar la supervivencia, se reemplazara la muerte por punto final
humanitario basandose en parametros clinicos objetivos y facilmente medibles. No obstante,



como los ratones C3H no pueden establecer a largo plazo el control de la infeccion de M.
tuberculosis, existe la posibilidad de que al menos algunos animales alcancen un estado
avanzado de enfermedad, en el momento en que se inicie el tratamiento (en especial los
grupos de control con vehiculo) o como resultado de una baja eficacia del tratamiento.

Por lo tanto, la clasificacidon de severidad prospectiva asignada serd SEVERA.

éPodria la clasificacion de severidad ser MODERADA?

Cuando el progreso de la enfermedad se interrumpe mediante tratamiento con farmacos en
los grupos de referencia (gold-standard) y posiblemente también en los grupos tratados con
los compuestos de prueba, podria retrospectivamente determinarse que los animales no han
excedido la categoria MODERADA.

éPodria la clasificacion de severidad ser LEVE?

No, toda intervencién quirudrgica practicada bajo anestesia general se define como
MODERADA.

Observacion clinica/Sistema de puntuacién. Los animales son monitorizados estrechamente; se
les proporciona analgesia y tratamiento de apoyo suplementario en caso necesario.

El método combinado de observacidn clinica y sistema de puntuacidon usado para monitorizar
la condicién clinica de los animales a lo largo del procedimiento es el mismo que en el ejemplo
anterior.

Ejemplo de una hoja de valoracidn por puntuacién clinica del animal en el grupo del
compuesto de prueba 3 LD encontrado muerto en el dia 5 (por error de sondaje).

Numero de proyecto: Numero de procedimiento: .........cceeeunnee.

Numero de animal: ...............
Numero de experimento: ................
Fecha de inicio del procedimiento: .../ ... / ...

Signos clinicos D1 D2 D3 D4 D5 D6

Actividad (0-2) 0 0 1 2

Condicion del pelaje (0-2) 0 0 1 2

Deshidratacion (0-2) 0 0 0 2

Descargas (0-2) 0 0 0 0

Acicalamiento (0-2) 0 0 1 1

Locomocion (0-3) 0 0 0 0

Postura (0-2) 0 1 0 0

Respiracion (0-2) 0 0 0 0

Vocalizacién (0-1) 0 0 0 0

Otro Hallado
muerto

Hora del dia 10:00 am 10:00 am 10:00 am 10:00 am 10:00 am

Iniciales del observador

Un animal murié bajo anestesia. Todos los otros animales sobrevivieron y se recuperaron de la
instilacion intratraqueal sin complicaciones adicionales debidas a esta fase del procedimiento.
Los controles de referencia no mostraron signos de enfermedad al final del tratamiento. El
estudio piloto propuesto mostré que los animales son menos reacios a la sonda oral cuando se
emplearon sondas con cobertura de azlcar. No obstante, se encontraron tres animales
muertos al final del tratamiento con los farmacos (uno de los controles de referencia, dos del
compuesto de prueba 3 LD) casos en los que el examen post mértem determiné que la causa
mas probable de la muerte fueron lesiones provocadas por la sonda.

Dos grupos de ratones tratados con el compuesto de prueba 1 (dosis alta y baja) mostraron
resultados comparables a los vehiculos control, junto con un grupo con dosis baja del
compuesto 3. Estos tres animales alcanzaron etapas sintomaticas de la enfermedad, pero se
previno la muerte espontanea mediante una atenta monitorizacién para determinar el
momento de punto final. Los compuestos de prueba 2 y 4 evitaron el desarrollo de la



enfermedad en los grupos de dosis tanto altas como bajas, y el compuesto 3 sélo en animales
tratados con dosis altas.

Un animal murié bajo anestesia durante la inmunizacion inicial (del grupo de control negativo):
SIN RECUPERACION

71 ratones (31 con dosis alta y baja de los controles del farmaco de referencia + 32 con dosis
alta y baja del farmaco a testar y 8 con dosis alta del fdrmaco a testar): aunque se evito el
desarrollo de la enfermedad y no se desarrollaron signos clinicos. Debido a la intervencién
quirdrgica la severidad es MODERADA

29 ratones (7 controles negativos + 16 con dosis alta y baja de farmaco a testar y 6 dosis baja
de farmaco de testar): MODERADA

3 incidentes relacionados con la sonda (1 animal del grupo control del farmaco de referencia, 2
del mismo grupo tratado con dosis baja): SEVERA

[Tabla 6]
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Dolor neuropatico — ligadura del nervio espinal

Contexto general

El dolor neuropatico se refiere a una serie de sindromes de dolor (dolor urente espontaneo,
alodinia, hiperalgesia, post sensacion, parestesia, etc.) como resultado de una lesidn nerviosa
inicial que causa una respuesta acrecentada y una transmisién de sefial patolégica en las vias
del dolor del sistema nervioso. La frecuencia estimada del dolor neuropatico en la poblacion es
del 1-1,5%. El mayor grupo de pacientes son aquellos con neuropatia periférica diabética (que
representan el 45-70% de los pacientes diabéticos) mientras que la neuralgia post terapéutica
es la segunda causa mas frecuente de dolor neuropatico. El sida y cancer/quimioterapia
también pueden predisponer al dolor neuropatico. Las lesiones traumaticas nerviosas pueden
tener como resultado un sindrome de dolor conocido como causalgia, o sindrome de dolor
regional complejo Il (SDRC 2), es un dolor muy persistente y estd considerado como una de las
formas mas graves de dolor neuropatico. El dolor neuropatico es resistente a los
medicamentos convencionales contra el dolor, y por lo tanto supone un enorme reto
terapéutico. A pesar de recientes mejoras en su tratamiento mediante la introduccién de
nuevos farmacos, todavia son necesarios farmacos mas eficaces, de accion mas rapida y con
menores efectos secundarios.

Un sintoma tipico y dificil de tolerar del dolor neuropatico es la alodinia, que se produce
cuando un estimulo térmico o mecanico (por ejemplo, el contacto de la piel con la ropa) que
normalmente no causa dolor se vuelve doloroso. Los farmacos con efectos antialodinicos
pueden aliviar de forma considerable el sufrimiento de los pacientes neuropaticos.

La lesidn nerviosa experimental en animales puede inducirse mediante diferentes métodos,
imitando diferentes etiologias del dolor neuropatico.! Los animales con diabetes inducida por
estreptozotocina también desarrollan neuropatia periférica dolorosa, mientras que la
polineuropatia téxica se puede modelar mediante tratamiento con farmacos citotéxicos, por
ejemplo, vincristina o cisplatino. También se han desarrollado una serie de modelos basados
en una lesion quirdrgica a un tronco nervioso principal (ligadura parcial o transeccion), que son
mas o menos equivalentes directos del SDRC Il humano. El modelo que aqui se analiza utiliza la
lesién del nervio espinal para inducir alodinia mecanica con el objeto de probar los efectos de
compuestos analgésicos.? Se practica una ligadura unilateral del quinto nervio espinal lumbar
(L5), y a continuacidn se deja que los animales se recuperen durante dos semanas. La ventaja
que presenta el modelo de lesidn del nervio espinal en comparacidn con otros modelos como
el de constriccidn crénica o la ligadura parcial del nervio ciatico es que el nivel de lesién es mas
uniforme y por lo tanto el desarrollo de la alodinia es mas consistente. Ademas, el déficit
motriz y las deformidades en las patas después de la lesion selectiva en L5 son menos graves.
Los umbrales mecano-nociceptivos de las ratas se determinan mediante estesiometro plantar
dindmico y/o filamentos de von Frey antes y después de la intervencién.? La alodinia térmica
también puede medirse con un estimulador de pata de calor radiante. Los compuestos a testar
normalmente se administran en un régimen de dosis repetidas comenzando después del
periodo de recuperacién, cuando la alodinia ya se ha desarrollado.

Procedimiento ilustrativo



Disefio del estudio. En este ejemplo, 30 ratas Sprague-Dawley macho seran sometidas a la
ligadura unilateral del nervio espinal. Después de la operacidn se les permitird recuperarse
durante dos semanas, periodo durante el cual se monitorizard diariamente el estado de la
herida, el miembro afectado y el estado de salud general, incluyendo la medida del peso
corporal y comportamiento en la jaula. En el dia 14 del postoperatorio se mediran los
umbrales mecano-nociceptivos para confirmar el desarrollo de la alodinia mecanica. Sélo se
incluird en los grupos de tratamiento a los animales que presenten un minimo descenso del
20% del umbral preoperatorio segun el estesiometro dinamico plantar y un umbral de von Frey
de <5,4g. Las ratas alodinicas se distribuyen al azar en tres grupos para ser tratadas por via
intraperitoneal con el compuesto de prueba A en dosis baja, alta y un grupo de control con
vehiculos, respectivamente. Se sigue un régimen de repeticidn diaria de dosis durante 8 dias, y
el efecto antialodinico se determina en el dia 1, dia 4 y dia 8 de tratamiento, 30 y 60 minutos
después de la inyeccidn. Al final del estudio los animales son sacrificados. En este estudio no se
administraran analgésicos ya que esto interferiria con los resultados.

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene este
estudio para los animales?

¢Qué experimentaran los
animales? ¢ Cuanto
sufrimiento puede causar?
¢Qué puede empeorarlo?

¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?

Efectos adversos

Metodologia e intervenciones
para minimizar la severidad

Punto final

Medicion de referencia del
umbral mecano-nociceptivo

Intervencion: Ligadura de
nervio espinal L5

Recuperacion durante dos
semanas

Estimulacion tactil repetida
de la pata hasta el umbral
sensorial o valores limite

Posibles complicaciones
durante la intervencion:
Potencial depresién cardio-
respiratoria/paro cardio-
respiratorio

Dafio de tejidos por la cirugia
Hemorragia

Dafio a troncos nerviosos
adyacentes

Posibles complicaciones
durante la recuperacion
posoperatoria:

Dificultades para respirar
(durante la recuperacion
postoperatoria)

Infeccion de las heridas
Dolor y malestar

Efecto de la intervencion:
Dolor en la pata afectada,
evitando cargar su peso sobre
la extremidad

Deficiencia motriz en la pata
afectada

Utilizacion de filamentos de
von Frey y estesidmetro
dindmico plantar

Uso de valores limites para la
fuerza del estimulo

Eleccidn de la anestesia
adecuada, dosificacidon
cuidadosa

Monitorizar la temperatura y el
oxigeno

Prdctica quirdrgica experta
Refinamiento del modelo
original publicado para reducir
el dafio a los tejidos, mediante
una técnica de exploracion
quirdrgica alternativa que no
afecte a la apdfisis transversa
de la vértebra

Cuidados postoperatorios
adecuados desde su
recuperacion

Personal bien formado
Técnicas quirdrgicas asépticas
Uso de antibidticos cuando sea
necesario

Asegurarse de que las heridas
se curen de forma apropiada
Observacion general del animal
Medida del peso corporal
Materiales blandos en la jaula,
manipulacién cuidadosa del
animal

Hay que asegurar que haya
espacio suficiente para permitir
que los animales descansen sin

Se excluird a las ratas con
un umbral de referencia
bajo

Fallo cardio-respiratorio, no
recuperacion de la
anestesia (probabilidad
muy baja siempre que se
sigan buenas practicas
quirurgicas, sélo posibilidad
teodrica)

Malas condiciones
generales

En caso de que las heridas
se infecten, los animales
seran sacrificados, ya que el
tratamiento interferiria con
los objetivos cientificos
(probabilidad muy baja)

Los animales que muestren
un déficit motriz
considerable en la
extremidad afectada, o
signos de autotomia que no
sean morderse las ufias,
seran sacrificados
(probabilidad muy baja si la



Determinacion de la alodinia

mecdnica (también puede

medirse la alodinia térmica)

Administracion de
compuestos de prueba o
vehiculo (intraperitoneal)
Dosis diarias durante 8 dias

Estimulo doloroso en la
extremidad afectada

Malestar transitorio
relacionado con la via de
administracién

Posibles efectos secundarios
de los farmacos de prueba

estar en contacto con otros
animales.

Usar técnicas que determinen
el umbral mecano-nociceptivo
en animales sin inmovilizar (por
ejemplo, filamentos de von
Frey, estesiometro dindmico
plantar) en lugar de aplicar
estimulos supramaximos

[El calor radiante se aplica para
determinar el umbral
nociceptivo térmico]

Personal competente formado
para inyectar correctamente el
compuesto, atendiendo a las
buenas practicas

Observacion clinica diaria de las
ratas

Eleccion de la dosis basada en
analgesia previa y en los
efectos secundarios para el
comportamiento (por ejemplo,
actividad locomotriz)

intervencidn se realiza de
forma adecuada)

Los animales que no
lleguen a desarrollar el
nivel predeterminado de
alodinia después de dos
semanas de recuperacion
son excluidos y sacrificados

Eutanasia al final del
procedimiento

No se espera que las dosis
del compuesto de prueba
causen efectos adversos,
pero se sacrificara a los
animales en caso de
notarse signos clinicos
severos

Andlisis prospectivo inicial. Las intervenciones que implica este modelo no exceden un nivel de
severidad moderada si se consideran individualmente. Si la intervencidn se lleva a cabo con el
conocimiento apropiado y, como consecuencia, no hay complicaciones, esta parte del
procedimiento esta dentro de la categoria moderada. Después de la intervencidn, una
monitorizacién atenta y unos claros puntos finales aseguraran que ningln animal supere la

severidad moderada.

Por ello, se considera como apropiada una clasificacidn prospectiva de severidad MODERADA.
¢éPodria la clasificacion de severidad ser LEVE?
No. Ya que las intervenciones resultan en un dolor prolongado y esto hace que el modelo sea
moderado, y que la evaluacién del dolor en si es el objetivo del estudio, no es posible llevar a
cabo este procedimiento dentro de la clasificacion LEVE.

Observacion clinica/Sistema de puntuacion. Los animales se monitorizaron estrechamente
desde la intervencion hasta el final del procedimiento. Se aplicaron dos valoraciones
nociceptivas para medir la latencia de la retirada de las patas traseras: (1) se usaron filamentos
de von Frey de diferente rigidez para determinar cual provocaba la retirada de la pata trasera;
(2) estesiometro plantar dinamico. Durante las valoraciones no se utilizé ninglin otro agente.

Al final de esta seccion se incluye un ejemplo de una hoja de observacion y de una hoja de
puntuacion para monitorizar la condicién clinica de los animales a lo largo del procedimiento.

Resultados y evaluacion de la severidad real. Todos los animales, excepto uno en el grupo de
control con el vehiculo, se recuperaron de la intervencion sin complicaciones inesperadas,

gracias a los cuidados intensivos perioperatorios.

Las valoraciones nociceptivas indicaron que se experimentd un dolor leve o moderado.

Grupo del vehiculo

1 de 10 animales no se recuperé de la intervencién. SIN RECUPERACION.
1 de 10 animales mostré signos de automutilacién y fue sacrificado. Severidad MODERADA.
1 de 10 animales alcanzd el punto final y fue sacrificado. Severidad MODERADA.



7 de 10 animales mostraron pobres resultados en la valoracién nociceptiva y en las pruebas
de comportamiento en comparacién con los animales tratados. Sin embargo, no mostraron
ningun otro efecto clinico y mantuvieron su peso corporal. La puntuacién clinica fue similar a la
de los animales tratados después de la intervencién. Estos animales desarrollaron déficit
neurolégico-locomotriz moderado y, con el tiempo, mostraron una reduccion gradual de la
puntuacion clinica, posiblemente debida a su capacidad de compensar y adaptarse a los
déficits neuroldgicos de larga duracién. Severidad MODERADA.

Grupos de tratamiento

10/10 animales tratados con dosis bajas mostraron una leve mejoria en la funciéon motriz,
junto con una mejora en la puntuacion clinica. El agente tuvo un efecto anti-alodinico,
comparado con el vehiculo. No se informé de ningln efecto secundario especifico. Severidad
MODERADA.

10/10 animales tratados con dosis mas altas mostraron una mejora significativa en la
funcién motriz, junto con una mejora en la puntuacidn clinica. El agente tuvo un claro efecto
anti-alodinico, comparado con el vehiculo. No se informd de ningln efecto secundario
especifico. Severidad MODERADA.

Aunque los animales en los grupos tratados experimentaron menos dolor, debido a la
intervencién y la prolongada alodinia, la categoria de severidad para todos los animales se
consideré Moderada.

Ejemplo de observacion clinica/sistema de puntuacion

La severidad se evalua usando una valoracién acumulada basada en observaciones clinicas
generales (peso corporal, apariencia, comportamiento, entorno de la jaula, consumo de
alimento y agua, funciones corporales) y una evaluacion especifica para el procedimiento.

Puntuacion de 0-5 mas la intervencion = MODERADA

Si aparecen dos puntuaciones de 3 puntos en cualquiera de las categorias o una puntuacion
total de 12 o superior, se procede al punto final.

Nota: ya que las complicaciones quirurgicas se registran por lo general en el periodo de
recuperacion inmediatamente posterior a la operacién, durante las primeras 24 horas es
esencial una atenta y experta monitorizacidn y una evaluacion empdtica para asegurar que se
identifican los efectos adversos y se toman medidas para combatirlos. Los animales son
sacrificados si su sufrimiento excede el de la categoria moderada.

1 — Revisar la frecuencia de la monitorizacion.

4 — Proporcionar los cuidados suplementarios apropiados, por ejemplo, liquidos adicionales

o papillas

Deshidratacion/diarrea: lactato de Ringer o suero normal
Dilataciéon abdominal (ascitis): drenaje para reducir la presiéon
Pérdida de peso: dieta blanda

5 — Revisar el progreso con el veterinario

Si aparecen dos puntuaciones de 3 puntos en cualquiera de las categorias o una puntuacion

total de 12 o superior, se procede al punto final.

Signos clinicos generales Puntuacion
Apariencia
Pérdida de peso del 5-10% 1
Pérdida de peso del 11-15% 2
Pérdida de peso del 16-20% 3
Pérdida de peso del 20% o mas Punto Final
Pelaje levemente descuidado 1

Piloereccion leve 2



Piloereccion marcada 3
Funciones corporales
Respiracion rapida, lenta o profunda — leve 1

Respiracion rapida, lenta o profunda — moderada 2
Respiracion rapida, lenta o profunda — marcada 3
Consumo de alimento y comida
No bebe hasta el 10% de su peso corporal durante 24 horas 1
No bebe en absoluto 3
Consumo de alimento reducido 1
Anorexia 3
Comportamiento
Movilidad levemente reducida 1
Movilidad notablemente reducida 2
Significativos problemas de movilidad 3
Inmovilidad >24 horas Punto final
Tensidn y nerviosismo al ser manejado 2
Notable angustia al ser manejado (agitacidn, vocalizacidn, agresividad) 3
Indicadores especificos del procedimiento Puntuacién
Curacion de la herida
Los bordes de la herida estan cerrados, sin signos de inflamacion 0
Los bordes de la herida estan levemente inflamados y eritematosos 1
La herida esta claramente infectada/parcialmente abierta 3
La infeccidon de la herida no mejora con el tratamiento tépico y Punto Final
sistémico/la herida esta totalmente abierta
Estado del miembro operado
Peso sobre la extremidad levemente reducido 1
Notables problemas al andar (cojera) 2
Graves problemas al andar/en algunos casos la pata se mantiene en 3

posicion elevada constantemente
Déficit motriz grave >24 horas sin moverse/mostrar signos de autonomia  Punto Final
TOTAL
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Embolia - Eficacia de un nuevo agente terapéutico en oclusidn de la arteria cerebral media
con filamento intraluminal en el titi comun

Contexto general

La embolia o derrame cerebral se define como, una pérdida o alteracion de las funciones
corporales normales como resultado de una suficiente falta de riego sanguineo en una parte
del cerebro. A pesar de que se conoce mas a fondo la fisiopatologia de la lesién vascular
cerebral, encontrar un tratamiento efectivo para el derrame cerebral sigue siendo una meta
médica sin cumplir y la investigacidn continda con el objetivo de encontrar medidas
preventivas y terapéuticas adecuadas.

Existen tres tipos de derrame cerebral en humanos: isquémico, hemorragico intracerebral y
hemorragico subaracnoideo, pero la mayoria de los modelos animales actualmente disponibles
se basan en el derrame isquémico. Los modelos de derrame cerebral, por su naturaleza,
representan un reto desde el punto de vista del bienestar animal. Es de vital importancia que



haya una buena comunicacidn e interaccidn entre todas las personas que participan en los
procedimientos cientificos (veterinarios, investigadores, técnicos y cuidadores) para asegurar
que exista un equilibrio entre alcanzar un modelo valido en esta area de investigaciony el
minimizar el sufrimiento del animal.

El derrame cerebral se induce en roedores y primates no humanos mediante la “oclusién
temporal o permanente de la arteria cerebral media” (el llamado en inglés modelo MCAO).
Este modelo MCAO tiene como obijetivo reproducir de forma experimental la isquemia
cerebral focal que tiene lugar durante la embolia, y se ha sido utilizado en numerosas
ocasiones, para el estudio de los mecanismos de la lesidn, para la identificacién de dianas
potenciales y para probar agentes neuroprotectores.

En un disefio de estudio estdndar, se entrena a los animales para realizar un nimero de test
de comportamiento antes del procedimiento MCAO. Durante el intervalo de tiempo
terapéutico que se establece segun los mecanismos de accion del fdrmaco y los objetivos del
estudio, se administra a los animales el compuesto de prueba. El analisis resultante deberia
incluir informacion sobre el tamafio del infarto, la tasa de mortalidad, la frecuencia de las
complicaciones (por ejemplo, hemorragia subaracnoidea), junto con una evaluacién funcional
y neuroldgica para monitorizar el proceso. Las imagenes por resonancia magnética han
demostrado ser una buena herramienta a la hora de recabar informacién sobre la variacién del
tamanio del infarto a lo largo del tiempo, pero también pueden proporcionar informacién
adicional sobre el flujo sanguineo o el estado metabdlico. También pueden incluirse puntos
finales histolégicos, bioquimicos y moleculares.

Existen varios test de comportamiento que pueden usarse con modelos de embolia. Los
mas sencillos incluyen sistemas de puntuacién neurolégica, los cuales evalian el estado
neurolégico general, y el test de colocacidn de las extremidades, que se usan para medir los
reflejos motrices. Estos se emplean generalmente para evaluar a los animales en la fase aguda
posterior al derrame. En estudios de larga duracién, pueden utilizarse tests mas complejos
para evaluar las funciones sensoriales y motrices (por ejemplo, el test de etiqueta adhesiva
bilateral o caminar sobre una barra, un rotarod o una escalera) y funciones cognitivas como la
memoria (por ejemplo, test de evitacidn pasiva, o la evaluacidn de estrategias de aprendizaje).

Es una buena practica llevar a cabo un grupo de test de comportamiento, incluyendo al
menos uno para cada fase (aguda y largo plazo), para reunir informacién completa sobre el
impacto en las funciones sensoriales, motoras y cognitivas. Estos test tienen que elegirse con
cuidado para registrar cualquier efecto de las estrategias terapéuticas a examen. Aqui no se
incluyen descripciones detalladas de cada uno de estos test de comportamiento o de
planificacidon de los entrenamientos, pero para una completa revisidén y discusion de su uso
véase Schaar et al.

Hay muchas recomendaciones para la investigacién preclinica disefiadas para el desarrollo
de terapias para el derrame cerebral que proponen el uso de especies de orden superior, tales
como primates no humanos, ademads de los modelos de roedores.?® El titi comun (Callithrix
jacchus) puede considerarse una buena eleccion de especie para estudiar la fisiopatologia y el
tratamiento de la isquemia cerebral. Comparado con los roedores, este primate esta mds cerca
de los humanos en lo que se refiere al sistema cerebrovascular, metabolismo cerebral, relacion
materia gris/materia blanca y muestra una mayor variedad de comportamientos. Ademas,
comparados con otros monos del viejo mundo, son mas faciles de manipular, lo que supone
una ventaja para las pruebas de comportamiento y el cuidado postoperatorio. La situaciony
anatomia de la arteria cerebral media (ACM) en el titi han impedido en el pasado aplicar los
modelos utilizados en ratas, y por lo tanto se desarrollé un modelo mas invasivo que implicaba
retirar un gran colgajo dseo para acceder al cerebro y la ACM. No obstante, mas
recientemente se ha descrito el método del filamento intraluminal también para el titi.® El
método intravascular presenta una serie de ventajas comparado con los métodos usados con
anterioridad y claramente debe considerarse como un refinamiento. En particular, la ausencia
de craneotomia y lo no invasivo del procedimiento en comparacidn con otros, tiene como



resultado un menor nimero de efectos adversos (por ejemplo, discapacidad
severa/mortalidad) durante el periodo postoperatorio.

Como sucede con los roedores, las 48 horas posteriores a la intervencion son criticas. Los
animales tendran problemas para cuidar de si mismos y algunas deficiencias pueden incluir
hemiparesia del brazo izquierdo, reflejo de agarre anormal, desatencién del flanco izquierdo,
nistagmo y rotacién del ojo.” Por lo general, después de 3-7 dias los animales son capaces de
cuidar de si mismos y pueden volver a su jaula. Gradualmente (en unas dos semanas después
de la intervencién) recuperaran la mayoria de sus habilidades motrices y podran saltar y trepar
libremente por su jaula.

Procedimiento ilustrativo

Disefo del estudio. En este ejemplo sobre la eficacia de un nuevo compuesto, seis machosy
seis hembras de titi (Callithrix jacchus) criados en laboratorio seran sometidos durante tres
horas a MCAO transitoria usando la técnica del filamento intraluminal bajo anestesia general.
Antes de la intervencidn, los titis serdn entrenados y se les hardn una serie de test
neuroldgicos, que evaluen la funcidon neuroldgica general, habilidad motriz y percepcién
espacial. Inmediatamente después de la MCAOQ, los titis recibirdn una inyeccién en bolo de
suero salino (n=6) o del compuesto de prueba A (n=6) y se les implantaran subcutaneamente
mini-bombas osmaticas para administrar una solucidn salina o el farmaco durante 48 horas.
Los déficits sensoriales y motrices se evaluaran cada semana hasta 45 dias después de la
MCAQO vy se practicardn resonancias magnéticas bajo anestesia general después de una hora, en

el dia 8 y el dia 45. Los animales seran sacrificados 46 dias después de la MCAOQ.

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene este
estudio para los animales?

¢Qué experimentaran los
animales? ¢ Cuanto sufrimiento
puede causar? {Qué puede
empeorarlo?

¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?

Efectos adversos

Metodologia e intervenciones
para minimizar la severidad

Punto Final

Entrenamiento para test de
comportamiento durante una
semana antes de la MCAO:
estimulacion tactil, escalera
de colina y valle, eleccién
entre seis tubos, retirada de
adhesivo

Bajo anestesia general,
oclusién temporal durante
tres horas de la ACM usando
un filamento intraluminal
introducido a través de la
arteria carétida

Estas son observaciones de
comportamiento llevadas a cabo
voluntariamente por los animales
y no causaran dolor, angustia ni
dafios duraderos

Dolor y malestar asociados con la
intervencion

Potencialmente puede haber
complicaciones quirurgicas
inesperadas, por ejemplo,
hemorragia subaracnoidea, lesién
retiniana ipsilateral, formacién de
trombo intraluminal, edema
cerebral, afeccion del hipotdlamo
con la consecuente hipertermia o
necrosis muscular temporal.
Estas pueden manifestarse
clinicamente de formas
diferentes, por ejemplo: desmayo
repentino, paralisis, inclinacién
severa de la cabeza, ataques

Todos los test se llevan a cabo
en la jaula modificada

Uso de anestesia y analgesia
adecuada (efectivos, pero con
minimas propiedades
neuroprotectoras)

Cirujano bien formado y uso de
una técnica quirurgica aséptica
apropiada (revisando con
regularidad el indice de éxito)
Mantenimiento de homeostasis
durante la anestesia

Uso de monofilamentos y
técnica quirdrgica
estandarizados para reducir la
variabilidad y complicaciones
derivadas de lesiones
extensivas

Normalmente, se establece
un tiempo maximo para
llevar a cabo la tarea que
corresponda, y se dara una
puntuacion final. Los
animales que no alcancen un
nivel minimo seran excluidos
del estudio

Los animales seran
sacrificados en los siguientes
casos:

Problemas técnicos
significativos durante la
intervencién

No recuperacion completa
después de la anestesia
Signos de complicaciones
quirdrgicas inesperadas

Si la pérdida de peso del
animal excede el 20% del
peso anterior a la
intervencion, a pesar de darle
un alimento adicional y/o
rehidratacion, o si



Inyeccidn IV de un bolo de
suero salino/compuesto a
testar, seguida de la
implantacion subcutanea de
una mini-bomba bajo
anestesia general (como
parte del procedimiento
quirdrgico de la MCAO, no se
requiere anestesia adicional)

Test de comportamiento
llevado a cabo todos los dias
durante la primera semana
después de la MCAO, y una
vez a la semana durante seis
semanas: estimulacion tactil,
escalera de colina y valle,
eleccion entre seis tubos,
retirada de adhesivo

Resonancia magnética bajo
anestesia a la hora, 8 dias 'y
45 dias después de la MCAO

Efectos potenciales de la
anestesia o variables fisioldgicas,
por ejemplo, hipotermia,
hipotensidn, hipoxia

Ingesta reducida de nutrientes
como resultado de un nivel de
consciencia reducido,
masticacion deficiente y baja
motilidad, generalmente en las
48 posteriores a la MCAO

Dolor y malestar relacionados
con el procedimiento quirdrgico
(implantacion de la mini-bomba)
No se esperan efectos adversos
con la dosis administrada

Los animales pueden encontrar
las tareas estresantes si sus
habilidades motrices estan
afectadas

Anestesia repetida

Efecto de la anestesia, y variables
fisiolégicas (hipotermia, presidn
arterial, gases en sangre arterial)
como resultado de la embolia

Cuidados intensivos
postoperatorios durante los
primeros 3-5 dias, incluyendo
fuentes externas de calor.
Controles regular del peso,
observacién y cuidado de las
heridas diarios

Proporcionar facil acceso a
alimento y comida durante el
periodo de recuperacion, o
alimento adicional (papilla,
liquido) y ayuda para comer si
es necesario, rehidratacion
(administracién IV de suero
salino) si es necesario

Se observaran estrechamente
los animales para detectar
efectos adversos de los
compuestos a testar

Monitorizar indicadores de
comportamiento de la ansiedad
o sufrimiento

Los animales seran observados
de forma constante por
personal experimentado

Uso de anestésicos y
analgésicos adecuados
(efectivos, pero con minimas
propiedades neuroprotectoras)
Mantenimiento de la
homeostasia durante la
anestesia

permanecen inmoviles
durante mas de 24 horas

Se eutanasian los animales si
se detectan efectos
secundarios severos
derivados de los nuevos
agentes terapéuticos

Normalmente, se establece
un tiempo maximo para
llevar a cabo la tarea, y se da
una puntuacion final

Los animales que no se
recuperen totalmente de la
anestesia seran eutanasiados

Andlisis prospectivo inicial. Este modelo se considera SEVERO por los procedimientos

quirurgicos que requiere y los efectos perniciosos de la oclusion de la ACM en el bienestar del
animal, en especial durante la primera semana. Sin embargo, los cuidados intensivos en las
primeras 48 horas y hasta los primeros 7 dias, junto con una atenta monitorizacion de la fase
siguiente pueden contribuir en gran manera a reducir el impacto negativo sobre el bienestar
animal. Desde el punto de vista experimental, la atencidn al refinamiento y la estandarizacién
de cada uno de los pasos de los que se compone el procedimiento pueden llevar a una
incidencia y variabilidad mas reducida de las complicaciones, y como consecuencia, a una
mejor calidad de los datos obtenidos y, por tanto, a una reduccidn del nimero de animales
requeridos.
Entre el investigador, el veterinario y los técnicos, deberia acordarse el uso de una hoja de
puntuacion clinica para establecer los criterios para la monitorizacidn y la eutanasia; esta
necesitara contener una puntuacién neuroldgica, junto con otros criterios clinicos tales como
el peso corporal, la capacidad de cuidar de si mismos o la reaccidn ante estimulos.

¢éPodria la clasificacion de severidad ser MODERADA?




El entrenamiento y la experiencia del personal implicado, la supervision veterinaria, y los
cuidados intensivos en el periodo posterior a la MCAO, asi como la aplicacion de un punto final
previamente acordados, pueden reducir considerablemente la incidencia de efectos negativos
experimentados por los animales.

Observacion clinica/Sistema de puntuacion.

Los animales se monitorizan cuidadosamente durante el periodo postoperatorio. Se
proporcionan analgésicos y terapia local adicional.

Al final de esta seccidn se incluye un ejemplo de sistema combinado de puntuacién
neuroldgico/clinico, utilizado para monitorizar la condicion clinica de los animales a lo largo del
procedimiento.

Resultados y evaluacion de la severidad. Todos los animales se recuperaron de la intervencién
sin complicaciones inesperadas. La puntuacion clinica de todos los animales fue similar
durante las 48 horas posteriores a la MCAO, y todos ellos recibieron cuidaos intensivos
postoperatorios. No se observé un déficit ipsilateral significativo después de inducir la
isquemia, ni en los animales control, ni en los que fueron tratados. En todos los animales se
observé una recuperacién parcial del déficit neuroldgico contralateral.

— Los seis animales tratados con el vehiculo desarrollaron un déficit neurolégico
contralateral moderado, junto con un bajo rendimiento en los test de comportamiento en
comparaciéon con los animales tratados. No obstante, la puntuacién clinica mejord con el
tiempo, posiblemente como resultado de su capacidad para compensar y adaptarse a
déficits neurolégicos de larga duracién. Evaluacion: SEVERA

— 2de los 6 animales tratados desarrollaron déficit neurolégico contralateral moderado,
junto con un bajo rendimiento en test de comportamiento en comparacion con los
animales tratados. No obstante, la puntuacion clinica mejoré con el tiempo, posiblemente
como resultado de su capacidad para compensar y adaptarse a déficits neuroldgicos de
larga duracién. Evaluacion: SEVERA

— 4 de los 6 animales tratados dieron muestras de una mejora significativa en la puntuacion
neurolégica después de las 48 horas posteriores a la MCAQ, junto con una mejoria en la
puntuacion clinica. Evaluacion: MODERADA

En conclusién, en 8 animales se consideré como SEVERA y en 4 como MODERADA.
Ejemplo de observacion clinica/sistema de puntuacion

La evaluacion de la severidad se lleva a cabo mediante una combinacidn de las observaciones
clinicas generales (peso corporal, apariencia, comportamiento) junto con una evaluacidn
neurolégica especifica del procedimiento. La puntuacién neurolégica utilizada fue una versién
modificada de la descrita por Bihel et al., por la que se evalla de forma separada para cada
lado del cuerpo (ipsilateral y contralateral respecto a la lesion MCAOQ)®la ausencia (0 puntos),
presencia moderada (1 punto) o presencia (2 puntos) de un nimero de movimientos/posturas
anormales.

Puntuacion
Apariencia
Pérdida de peso del 5-10% 1
Pérdida de peso del 11-15% 2
Pérdida de peso del 16-20% 3
Pérdida de peso del 20% o mas Punto Final

Falta de acicalado 1



Piloereccion leve 2

Piloerecciéon notable 3
Comportamiento
Marcha levemente anormal 1
Marcha marcadamente anormal 2
Problemas de movilidad significativos 3
Inmovilidad >24 horas Punto Final
Tensidn y nerviosismo al ser manejado 2
Notable angustia al ser manejado, por ejemplo, 3

agitacion, vocalizacion, agresividad

Por otro lado, se realizard una puntuacion neuroldgica. Las extremidades se evaluaran de
forma independiente, siendo 10 la puntuacidn maxima hemilateral. En los animales control, se
espera una puntuacion alta (hasta 10) en el lado contralateral del cuerpo durante la primera
semana tras la MCAO, recuperandose gradualmente en las siguientes semanas. No se espera
un déficit ipsilateral significativo, ya que esto significaria que el drea isquémica es demasiado
grande.

Puntuacion neuroldgica

Puntuacion Ausencia Presencia Marcada
leve presencia
Las extremidades delanteras 0 1 2

resbalan o cuelgan por debajo

de la percha, en reposo o

durante el movimiento
Las extremidades traseras 0 1 2
resbalan o cuelgan debajo de

la percha, en reposo o durante

el movimiento

Mano cruzada en el pecho 0 1 2

Cabeza inclinada (antes y 0 1 2
después de la estimulacion)

Falta de reaccion a estimulos 0 1 2
visuales

Cada extremidad se evaluard y puntuara por separado. En la primera semana post-MCAO se
espera un déficit neuroldgico contralateral severo junto con unas pobres condiciones clinicas,
mientras que el dafio neuroldgico ipsilateral deberia estar muy limitado o ausente.

La puntuacion neuroldgica para cada extremidad se sumara a la puntuacién de la
observacién clinica para obtener una puntuaciéon acumulada.

Semana 1 post-MCAO

Se sabe que inmediatamente después de la MCAO debe esperarse una elevada puntuacion
acumulada, con una mejoria progresiva durante la primera semana tras la intervencion.
Durante este periodo critico, los animales recibiran cuidados intensivos y serdan monitorizados
con frecuencia bajo la supervisiéon de un veterinario. En particular, las primeras 48-72 horas
son cruciales para identificar potenciales complicaciones quirurgicas y asegurar que los efectos
adversos son identificados y se emprenden acciones para paliarlos a tiempo.

> 22 puntos = Punto Final

Semanas 2-6 post-MCAQ

1 a 10 puntos: monitorizar con regularidad, evaluar junto con la puntuacién clinica

10 a 20 puntos: monitorizar frecuentemente, proporcionar cuidados al animal si no puede
cuidarse por si mismo, evaluar la puntuacion clinica y revisar en conjunto todos los datos




experimentales de los que se disponga (Ej. resonancia magnética, test de comportamiento)
para descartar complicaciones inesperadas, tales como una hemorragia cerebral, edema, etc.

2 20 puntos = Punto Final

Ejemplo de una hoja de observacion para un individuo (Dias 0-4)

Dia 0 2 4
Apariencia

Peso corporal (g) (puntuacion) 340(1) 305(3) 320(2) 323(2) 335(1)
Pelaje descuidado/piloereccién 1 1 1 1 1
Comportamientos

Marcha 3 3 3 3 3
Respuesta a la manipulacion 0 0 2 0 0
Puntuacidn clinica total 4 7 8 5 5
Puntuacién neuroldgica total 15 14 14 10 10

Volumen de la lesion (evaluado 7%
mediante resonancia
magnética)*

Otras observaciones Recuperacion de
la intervencién
sin
complicaciones

Movimiento
alrededor del
incubador (con
severo déficit

Intento de
alcanzar el
alimento con la
mano ipsilateral

contralateral)

*”\Volumen de la lesidn” (evaluado mediante resonancia magnética) se incluye para que el investigador lo
complete al final del estudio. Esta informacion puede después contrastada con las observaciones clinicas y de
comportamiento, para permitir un posterior mayor refinamiento de la monitorizacion, cuidado del animal y de
los procedimientos.
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Evaluacion cardiovascular de nuevos agentes terapéuticos — modelo telemétrico en perros
Contexto general

Cualquier farmaco que vaya a comercializarse debera probar tanto su eficacia, como su
seguridad. Por lo tanto, incluso compuestos que estén destinados a uso en areas muy

diferentes (por ejemplo, la neurofarmacologia) tienen que evaluarse por sus potenciales
efectos cardiovasculares.



Los efectos cardiovasculares de los compuestos pueden probarse de muchas maneras: en
procedimientos terminales invasivos en animales anestesiados, en animales inmovilizados
momentaneamente y equipados con aparatos de monitorizacién externos, o en animales que
se muevan libremente a los que previamente se les hayan implantado aparatos de
monitorizacion (sistemas telemétricos). En las ultimas décadas, los sistemas telemétricos se
han utilizado con creciente frecuencia en la investigacion y desarrollo de farmacos para medir
variables fisioldgicas y bioeléctricas (por ejemplo, presién sanguinea, ritmo cardiaco, ECG). El
no tener que limitar o inmovilizar a los animales de laboratorio durante las mediciones
proporciona una oportunidad Unica para estudiarlos sin estrés o perturbaciones fisioldgicas
adicionales (anestesia) y durante un periodo de tiempo mas largo. Ademas, entre las
diferentes mediciones, los animales pueden estar alojados en grupo.

La telemetria también puede hacer que se necesite un nimero menor de animales.
Primero, los animales pueden usarse como sus propios controles, reduciendo la variabilidad de
los datos y en consecuencia el nimero de animales que se necesitan en cada grupo de
tratamiento, ya que los sistemas telemétricos son estables durante meses (y posiblemente
incluso afios). Segundo, la telemetria proporciona la capacidad de registrar de forma
continuada una serie de variables, por lo que hay un aumento significativo en la cantidad de
informacidn que puede obtenerse de un determinado nimero de animales, en comparacion
con el uso de métodos convencionales. En tercer lugar, al no haber factores estresantes
potenciales, tales como la inmovilizacién o los catéteres externalizados, la calidad de la
informacidn que se obtiene, mejora. Los sistemas telemétricos también pueden
proporcionarnos indicadores del bienestar animal para ayudarnos a implementar de forma
mdas temprana el momento de punto final.2 Por lo tanto, la telemetria es reconocida como
beneficiosa para la ciencia, asi como capaz de reducir el impacto en el bienestar animal. Sin
embargo, no deberia subestimarse la necesidad de que se posea una formacién quirurgica
apropiada, ya que esto tiene un impacto directo en el bienestar animal. Una formacidn basica
y avanzada en cirugia experimental y un buen conocimiento del funcionamiento de los
aparatos son indispensables antes de avanzar hasta la inserciéon de implantes.

Procedimiento ilustrativo

Disefio del estudio. En este ejemplo se utilizaran tres machos de perro Beagle previamente
seleccionados (de un temperamento adecuado). Los animales actuaran como sus propios
controles.

Después de haber ayunado por la noche, los animales seran anestesiados. Se les
implantaran quirdrgicamente dispositivos telemétricos que permiten la medicion continuada
de la temperatura corporal y parametros cardiovasculares (ECG, presidon sanguinea). La
implantacién de estos dispositivos es mediante un procedimiento quirudrgico que no invade
cavidades corporales, ya que el emisor no se implanta de forma intraperitoneal, sino en una
bolsa intermuscular. El catéter se inserta en la arteria femoral y después avanza hasta la aorta.
Los electrodos del ECG se disponen subcutdneamente. El malestar provocado estd relacionado
con laimplantacidn y las heridas creadas y con la necesidad de que los animales sean
anestesiados.

Durante el periodo de recuperacion de tres semanas, los animales seran entrenados para
estar aislados socialmente durante dos horas (el periodo de las mediciones telemétricas).

Después de su recuperacion, el procedimiento requiere un uso continuo: los animales seran
tratados semanalmente (un dia con vehiculo y otro con compuesto) para evaluar los efectos
del nuevo agente terapéutico en dos dosis diferentes. Entre cada toma de datos, los animales
se alojaran en grupos se alojaran socialmente. Se permitird un tiempo minimo “de lavado”
(wash-out) entre las sesiones de prueba (como queddé determinado por los estudios previos de
farmacocinética).



El estudio intenta evaluar los potenciales efectos cardiovasculares de nuevos agentes a
unas dosis terapéuticas propuestas.
Al final del experimento, se alojara a los animales socialmente, mientras se espera una
posible reutilizacion.

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene
este estudio para los
animales?

¢Qué experimentaran los
animales? ¢ Cudnto sufrimiento
puede causar? ¢Qué puede
empeorarlo?

¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?

Efectos adversos

Metodologia e intervenciones
para minimizar la severidad

Punto final

Preparacion del animal
previa a la cirugia

Implantacién quirdrgica
de dispositivos
telemétricos

Periodo de recuperacion
(3 semanas) incluyendo
entrenamiento

Administracion de
compuestos a testar
(intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal, oral)
antes de registrar los
pardmetros

Alojamiento individual previo a
la intervencion

Retirada de alimento la noche
antes de la intervencion

Posible dolor y malestar
Potenciales efectos adversos de
la anestesia y la cirugia
(hipotermia, deshidratacion,
angustia durante la
recuperacion)

Posible dolor, infeccion,
malestar

Complicaciones posoperatorias
Alojamiento individual durante
el periodo posoperatorio (24
horas) y entrenamiento (2
horas al dia)

Posible malestar transitorio
después de la administracion
del compuesto

Efectos secundarios
inesperados del compuesto

Se aloja a los animales
individualmente durante
periodos cortos (determinados
por la previa farmacocinética
del farmaco)

Cuidados perioperatorios
adecuados: anestesia 'y
analgesia apropiadas.

Control del dolor y la angustia
no farmacoldgico: técnica
aséptica, calor, personal bien
formado, procedimiento
quirdrgico optimizado.

Cuidados postoperatorios
adecuados (analgésicos,
antibidticos) seglin convenga
Observacion y cura de la herida
a diario

Se monitorizan de forma
continuada la presion
sanguinea, ECG y temperatura
corporal en el animal que se
puede mover libremente,
alojado en jaula provista de
receptor telemétrico.

Entre estudios los animales se
alojan en grupos y son
observados a diario

Se registra el peso
semanalmente

Nada que reseiar

Eutanasia durante la intervencion si
surgen y persisten complicaciones
inaceptables

Todo animal con signos clinicos de
infeccion serd examinado, tratado y
temporalmente excluido del
estudio

En caso de efectos secundarios
prolongados después del
tratamiento con el compuesto a
testar: posibilidad de tratary
permitir al animal un periodo
mayor de “lavado” y examen
clinico, antes de la administracion
de una nueva dosis. Decidir si
posible eutanasia.

Bateria agotada: el animal se
propone como candidato a ser
reutilizado como donante de
sangre o, si lo autorizan las
autoridades competentes, se retira
el implante y en funcién del
examen veterinario el animal es
propuesto para realojarlo en
adopcion o reutilizarlo como
donante de sangre

Evaluacion inicial prospectiva. El procedimiento se clasifica como MODERADO ya que requiere
anestesia e intervencidn quirurgica.



No se espera que la administracion del compuesto tenga efectos clinicos en el animal. No
obstante, la administracion del compuesto es LEVE, ya que requiere una inyeccion atendiendo
a las buenas practicas veterinarias.

¢Podria la clasificacion de severidad ser LEVE?

No, el procedimiento implica anestesia y cirugia; por lo tanto, la clasificacidn es
MODERADA.

Sin embargo, en caso de haber reutilizado animales previamente implantados en otro
proyecto, que solo requirieran la administracion y evaluacién a través de la telemetria de los
compuestos de prueba a unas dosis terapéuticas, que no impliquen su inmovilizacion (se
muevan libremente), la severidad prospectiva se clasificaria como LEVE.

éPodria la clasificacion de severidad ser SEVERA?

Si, si el compuesto de prueba a las dosis administradas tiene efectos tdxicos
(cardiovasculares u otros). Esto seguramente significaria que el diagrama de flujo de pruebas
no es preciso, ya que un modelo de telemetria no pretende evaluar dosis toxicas, sino las dosis
clinicas/terapéuticas de los compuestos y por ello, el disefio del estudio deberia ser revisado.

Observacion clinica/Sistema de puntuacién. Los animales son monitorizados atentamente
durante todas las etapas del procedimiento. Se desarrollaron una hoja especifica de anestesia,
y una hoja de observacidn clinica, que se incluyen al final de esta seccién. Durante los
procedimientos, se registra toda observacion clinica diariamente. Durante los periodos de
lavado, los animales son observados y pesados al menos una vez a la semana.

Resultados y evaluacion de la severidad real. Tres perros fueron sometidos al procedimiento.
Todos se recuperaron de la intervencidn sin complicaciones y no se observaron efectos
secundarios cardiovasculares en ninguno de los animales a ninguna de las dosis que se
probaron.

Se considerd que los tres animales habian experimentado una severidad MODERADA.

Al final del procedimiento se volvid a alojar socialmente a los animales. El nivel de severidad
fue MODERADO, debido a la implantacion quirudrgica a la que se sometid a los animales, pero
el estado de salud general de los animales se recuperd totalmente. No se observo severidad
acumulada debida a la administracién del agente terapéutico a probar. Por lo tanto, se
considerd que los animales podrian ser reutilizados en futuros procedimiento LEVES,
MODERADOS o SIN RECUPERACION, tras un periodo de lavado apropiado y contando con la
opinion favorable de un veterinario.

Ejemplo de observacion clinica/hoja de puntuacion

Hoja de seguimiento postoperatorio Microchip: Numero del perro: Investigador: _
Lote: Fecha intervencion:
Nombre del perro:
Identificacidn del procedimiento I Fecha de llegada: Peso: | | kg Aparato telemétrico lote nimero:
Fecha Peso Hora *Cuidado postoperatorio Observaciones Visto
kg Temperatura y otras bueno
°c Consumo Consumo Produccién Produccion Aspecto Otro Analgésicos Antibidticos Cuidado Otros acciones
alimento agua orina heces dela dela farmacos
herida herida

D-1

DO

D1

D2

D3

D4

D5

D17

D18

D19

D20

(*) Administrar analgésicos y antibiéticos de acuerdo con el procedimiento
Si se detectan anormalidades, contactar con el veterinario




Hoja de seguimiento del estudio Microchip: Ndmero del perro: Investigador:

Lote: Fecha intervencion:
Nombre del perro:
Identificacidn del procedimiento I Fecha de llegada: Peso: I I kg Dispositivo telemétrico lote nimero:
Fecha Hora Ayuno Aislamiento Administracién del compuesto Distribucién Principio/final registro Muestras Observaciones Otras acciones Visto
(dosis, via) alimento telemétrico sangre comportamiento bueno

Puntuacion de comportamiento como 0, +, ++, +++

Obsérvese salivacion, miosis, midriasis, defecacion, miccion, postura del animal, sedacién, actividad locomotriz, rigidez, vocalizacion, etc.
Describase cualquier anormalidad inesperada y contactese con el veterinario

Notese también el momento, cantidad y contenido de las muestras de sangre obtenidas.
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Evaluacion de la eficacia de nuevas sustancias antiarritmicas — modelo de fibrilacién
auricular con conejos usando una mini-bomba implantada para la administracion de
sustancias

Contexto general

La fibrilacidn articular (FA) paroxistica es una enfermedad en la que se registra un ritmo
cardiaco irregular de forma periddica. El corazdn vuelve a su ritmo sinusal normal en unos
pocos minutos, horas o dias. Las personas con este tipo de FA pueden sufrir episodios todos
los dias, o sélo unas pocas veces al aio. Habitualmente es impredecible saber cuando
empezaran y terminardn estos episodios, lo que puede resultar muy inquietante. Alrededor de
una de cada cuatro personas con FA paroxistica desarrollan una variedad permanente de la
enfermedad.

Las causas de la FA no siempre se conocen. Aunque la FA puede aparecer en pacientes sin
enfermedad cardiaca evidente, las enfermedades cardiacas orgdnicas como la insuficiencia
cardiaca congestiva y la valvulopatia mitral estan relacionadas con aproximadamente la mitad
de los casos de FA paroxistica y el 80% de la FA persistente o permanente. Las personas con FA
paroxistica parecen tener un riesgo igual de alto de desarrollar codgulos sanguineos que las
personas con FA crdnica, sin embargo, los fdrmacos anticoagulantes han probado no ser tan
efectivos en personas con FA paroxistica como en personas con FA crénica. La FA es una
arritmia comun y supone un factor de riesgo importante de ictus cardioembdlico. En los
estudios de las propiedades idnicas del tejido auricular de pacientes con FA, se ha demostrado
que existen muchos cambios en la corriente idnica y por esta razén deben investigarse los
bloqueadores de los canales idnicos.?

Ha supuesto un inmenso avance en los ultimos afos, el desarrollo de numerosos modelos
animales de FA con ejemplos relevantes de la enfermedad clinica. Se han desarrollado




modelos en ratas, perros, cabras, ovejas y, mas recientemente, en ratones genéticamente
alterados®. El grado de severidad y lo invasivo del modelo dependeran de las causas
subyacentes que se estudien.

El screening basado en mecanismos electrofisiolégicos, idnicos y moleculares en modelos in
vitro permite la identificacion de compuestos potencialmente eficaces, que a continuacion se
evaltan en modelos in vivo. El modelo animal ideal para la prueba de fdrmacos deberia ser
sencillo, estable, barato, clinicamente relevante, que permita una produccién fiable y
continuada de FA (para la terminacion inducida por los fadrmacos de prueba) y finalmente
permitir una conversién facil a ritmo sinusal (para estudios de dosis multiples). El ejemplo que
se incluye aqui se refiere a un modelo quirdrgico que ha demostrado una buena
reproducibilidad en la produccién de FA, causando un malestar clinico minimo a los animales.

Procedimiento ilustrativo

Disefo del estudio. En este ejemplo se utilizardn diez conejos blancos Nueva Zelanda machos
adultos de gran tamafio con una n=5 por grupo de dosis (control salino y sustancia a testar).
Basandose en el analisis de potencia de datos anteriores (estudios preliminares) se determind
gue este era el nimero minimo de animales requeridos para el tamafio de la muestra.

Con el objeto de permitir que el compuesto a testar se encuentre presente como
tratamiento preventivo con un continuo nivel estable y, se implantard una mini-bomba
subcutdnea que permitirad la administracién del compuesto durante veintiun dias. Esto permite
no solo que el farmaco se administre al animal de forma continuada (evitando picos de
distribucion del fdrmaco), sino también minimiza las molestias que supone la administracion
de farmacos para el animal (que podrian causar momentaneos cambios suplementarios en la
frecuencia cardiaca y conducir a FA espontanea).

Bajo el mismo procedimiento anestésico, se implantaran electrodos bipolares en la auricula
izquierda y se conectaran a un estimulador eléctrico. El estimulador se colocara en una
chaqueta, a la que se habrd acostumbrado a los animales antes de la intervencion.

Se dejara un periodo de siete dias después de la intervencion para que los animales se
recuperen completamente. Después, los electrodos implantados seran estimulados a diario
durante catorce dias consecutivos. Esto permitird un estimulo gradual, que paulatinamente
aumentara el ritmo cardiaco y provocara la FA paroxistica, lo que requerird la manipulacion e
inmovilizacién ocasional del animal para modificar los parametros de estimulacion.

Catorce dias después, los animales seran anestesiados a término. Una vez que los parametros
hemodindmicos se hayan estabilizado, se provocara la FA mediante un periodo fijado de
tiempo de estimulacién eléctrica y se medirdn los parametros hemodinamicos y los
marcadores bioldgicos.

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final

é¢Qué implicaciones tiene este ¢Qué experimentaran los ¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?
estudio para los animales? animales? ¢ Cuanto sufrimiento

puede causar? éQué puede

empeorarlo?

Efectos adversos Metodologia e intervenciones para  Punto final
minimizar la severidad
Alojamiento individual (machos  Puede causar algo de angustia Proveer enriquecimiento ambiental  Sialguin animal no se
adultos quirurgicamente Estrés minimo por la chaqueta Manejar con calma y empatia aclimata no sera incluido
equipados) en el estudio

Los animales se habituaran ala
chaquetay al peso de la
mochila cargada




Implantacién quirdrgica
subcutanea de una mini-bomba
que contiene el nuevo agente
terapéutico, implantacién de
electrodos bipolares en la
pared cardiaca mediante
toracotomia.

Administracion del agente
terapéutico a través de mini-
bomba

Periodo de recuperacion (7
dias) y a continuacion
estimulaciéon continuada de los
electrodos implantados
durante 14 dias consecutivos

Anestesia terminal (con FA
provocada) 14 dias después

Complicaciones durante la
cirugia y anestesia: hipotermia,
arritmia cardiaca, paro
respiratorio

Dolor y malestar relacionados
con la intervencién

No se espera que la sustancia
terapéutica cause efectos
adversos significativos
(basandose en datos previos).

Complicaciones durante la
recuperacion postoperatoria:
Dolor y malestar, hipotermia o
hipertermia, dificultad para
respirar, arritmias cardiacas,
infeccion de la herida

La presencia de la mini-bomba
y la difusién del farmaco
pueden causar malestar por el
emplazamiento de la mini-
bomba y/o la difusién del
farmaco

Se aumenta la frecuencia
cardiaca gradualmente. La FA
puede ocurrir de repente si el
animal estd estresado

FA puede ocurrir
espontaneamente,
presentandose como muerte
subita (muy rara) sin signos
clinicos

Cuidados perioperatorios
apropiados: técnica aséptica,
protocolo anestésico apropiado,
respiracion artificial, manta de
calor, farmacos antiarritmicos
durante la intervencion, perfusion
intravenosa de solucidn salina
Control del dolor y la ansiedad no
farmacoldgicos: cirujano bien
entrenado, procedimiento
quirurgico optimizado para reducir
la variabilidad.

Se suministrard analgesia de forma
rutinaria y se continuard su
administracion segun se indique
Uso de personal muy
experimentado.

Cuidados posoperatorios
adecuados (calor, alimento, etc.)
Un alojamiento apropiado y una
chaqueta evitaran que el animal se
haga dafio o interfiera con los
electrodos/lugar de la herida (jaula
grande y alta).

Masaje diario para prevenir
adherencias en la mini-bomba
Determinar las dosis maximas a
partir de procedimientos
anteriores.

Cuidados perioperatorios
apropiados:

Analgésicos y/o farmacos
antiinflamatorios apropiados para
la especie durante al menos 2 dias
después de la intervencion,
dependiendo de la temperatura
corporal y signos clinicos
Antibidticos/antisépticos topicos
en las heridas en la piel.
Monitorizacidn postoperatoria con
una hoja de puntuacion clinica
(temperatura corporal, peso,
consumo de alimento, cuidado de
la herida, etc.)

Los animales estan habituados al
peso de la mochila

Control clinico diario de los
animales.

Alojamiento y manipulacion en
condiciones no estresantes.

Anestesia y analgesia apropiadas

Se tomara la decisién de
la eutanasia durante la
intervencion si persisten
complicaciones
inaceptables, como por
ejemplo arritmias
incontroladas o fibrilacion
ventricular

Eutanasia si la pérdida de
peso excede el 20% del
peso corporal inicial en
menos de 48 horas

Se tomard la misma
decision si persisten
complicaciones
inaceptables durante el
periodo postoperatorio
(signos clinicos de
angustia; no recuperan el
estado normal 48 horas
después de la
intervencidn)

Los animales con signos
clinicos de infeccion serdn
examinados y tratados

Los animales seran
sacrificados mediante
sobredosis anestésica si la
fibrilacidn tiene lugar
espontaneamente antes
de que comience la
fibrilacidn provocada (ya
que la sustancia de
prueba claramente no es
eficaz). En caso contrario
seran sacrificados




después de las 3 horas de

mediciones durante el

procedimiento terminal

Evaluacion inicial prospectiva. El estudio pretende evaluar la eficacia de nuevos agentes
terapéuticos a la hora de prevenir/minimizar la aparicion de FA después de la estimulacion
eléctrica de la auricula izquierda.

La implantacion subcutdnea de la mini-bomba es un procedimiento muy rapido que solo lleva
un par de minutos a una persona experimentada. La cirugia toracica es un procedimiento
invasivo. Es necesario anestesiar al animal y la intervencidon probablemente provoque dolory
malestar. La estimulacién cardiaca en si no parece causar ningun dolor, ni malestar visible: los
animales no parecen reaccionar al aumento de la frecuencia cardiaca cuando tiene lugar de
manera lenta y progresiva.

Se considera apropiada una severidad prospectiva MODERADA.

¢Podria la clasificacion de severidad ser LEVE?

No, la cirugia toracica provocara dolor y malestar, aunque seran minimizados por el alivio del
dolor y técnicas quirudrgicas acordes con las mejores practicas.

Este procedimiento implica cirugia compleja, incluso si sélo se tratara de la implantacion de la
mini-bomba seria necesario el uso de anestesia.

¢Podria la clasificacion de severidad ser SEVERA?

Si por el motivo que sea no se proporcionan analgésicos adecuados durante y tras la
intervencidn, el procedimiento podria potencialmente provocar dolor severo.

Si la estimulacién cardiaca no fuera gradual, podria provocar FA espontanea, que podria
conllevar la muerte espontanea del animal y por lo tanto deberia clasificarse como SEVERA.
Esto es poco probable, y deberia ocurrir muy rara vez con una estimulacion progresiva
adecuada.

Observacion clinica/Sistema de puntuacién. Los animales son monitorizados atentamente
durante todas las etapas del procedimiento usando un registro especial de anestesia y una
hoja de observacidn clinica. En el periodo postoperatorio, se proporcionan analgésicos y
terapia local de apoyo segln proceda y se registran en una hoja de observacion clinica por
cada individuo. Las hojas se completan a diario e incluyen datos sobre el peso corporal,
temperatura corporal, signos clinicos, tratamientos postoperatorios estandares y cualquier
otro tratamiento. También se registran las estimulaciones y las reacciones a ellas. Al final de
esta seccion se incluyen ejemplos de hojas de observacion.

Resultados y evaluacion de la severidad real. Diez animales fueron sometidos al
procedimiento. Todos se recuperaron de la intervencién sin complicaciones. Un animal en el
grupo de control de solucién salina fue hallado muerto poco después de la primera
estimulacion eléctrica. Todos los demas animales fueron sometidos a anestesia terminal,
durante la que se evalué la eficacia del agente terapéutico en comparacion con el vehiculo.
Evaluacion de severidad para los cinco animales tratados con solucién salina:

— 1de los 5 conejos fue hallado muerto el dia 11 (primera estimulacion eléctrica): SEVERA

— 4 delos 5 terminaron el procedimiento de anestesia terminal: MODERADA

— Se utilizaron 5 animales tratados con el compuesto. Los 5 completaron el procedimiento

de anestesia terminal: MODERADA

Ejemplo de hoja de seguimiento del postoperatorio

Formulario de seguimiento postoperatorio

Tatuaje:

Conejo numero:

Lote:

Investigador:

Fecha implantacion estimulador:

Fecha de llegada:

Peso: |

[ ke

Fecha | Peso: kg | Hora (H) |

Cuidados posoperatorios*

Visa
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Determinacion de la ecotoxicidad de una sustancia a testar — test de bioconcentraciéon con
flujo constante en peces

Contexto general

El test de la bioconcentracidn tiene como objetivo determinar el potencial de bioacumulacién
de una sustancia quimica en tejidos de un pez, cuando ésta es activada por (entre otros) su
coeficiente de reparto octanol-agua. Este es un requerimiento legal para todos los compuestos
quimicos cuando existe la posibilidad de que estén en contacto con un ambiente acuatico.
Puede llevarse a cabo un estudio con exposicidn en el agua; esto proporcionara un factor de
bioconcentracién (BCF, en inglés, es el indice de concentracién en peces, dividido por la
concentracion en el agua). El estudio también puede llevarse a cabo mediante exposicion en el
alimento (cuando la sustancia se disuelve en el agua con dificultad), lo que proporcionara el
factor de biomagnificacion (BFM, en inglés, es el indice de concentracion en peces dividido,
entre la concentracion en alimento).

El BCF y el BFM se usan en la evaluacion de la persistencia, bioacumulacién y toxicidad
(PBT, en inglés) y alta persistencia y alta bioacumulacién (vPvB, en inglés), y se usa para la
evaluacion de riesgos ambientales para la cadena tréfica acuatica (Ej. agua — pez —
depredadores superiores como aves y mamiferos). Si una sustancia es bioacumulativa se
acumulara en los organismos vivos una vez que se incorpore al entorno, lo que puede
conllevar efectos adversos para otros eslabones de la cadena tréfica. Una sustancia que
cumple todos los criterios de PBT y/o vPvB se identificard como una sustancia PBT/vPvB. Las
sustancias que se identifiguen como PBT o vPvB son consideradas candidatas para su




sustitucidn, lo que implica que deberan reemplazarse por sustancias que no sean PBT/vPvB, si
es posible.

Todas las sustancias (sustancias quimicas industriales y agrarias, biocidas y farmacos para
humanos y animales) requieren una evaluacién PBT/vPvB. Aungue se conocen algunas
relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR, por sus siglas en inglés) disponibles, estas
no son siempre adecuadas, en funcién de la estructura molecular o las caracteristicas
fisicoquimicas de la sustancia quimica. Ademads, las QSARs estimardn Unicamente el BCF de la
sustancia quimica inalterada, mientras que un estudio en peces permite determinar la
degradacion de los productos y el tiempo de su eliminacion desde que se transfieren a un agua
sin contaminar.

Las especies de peces usadas en este estudio pueden incluir: carpa (Cyprinus carpio), pez
cebra (Danio rerio), carpita cabezona (Pimephales promelas), pez sol (Lepomis macrochirus) o
la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Procedimiento ilustrativo

Disefio del estudio. El estudio se lleva a cabo basandose en las directrices de la OCDE para la
evaluacion de sustancias quimicas, Directriz 305: Bioacumulacién en peces: Exposicion a través
del agua y de la dieta, octubre de 2012.* El procedimiento esta disefiado para cumplir los
métodos de evaluacion determinados por la Regulacion de la Comision (CE) Nimero 440/2008
del 30 de mayo de 2008, Seccién C: Métodos para la determinacion de la ecotoxicidad,
Publicacién nimero L142, C.13 “Bioconcentracion: test de flujo constante en peces”.? Se
expone a los peces durante una fase de absorcién de 28 dias y una fase de depuracion de 56
dias. La duracién de ambas fases puede variar en funcion del proceso de absorcion y/o
depuracion. Durante la fase de absorcidn, un grupo de peces es expuesto a la sustancia a
testar, en una o mas concentraciones predeterminadas. El nUmero de peces por concentracion
a testar se determina de tal forma que se disponga de un minimo de cuatro peces en cada
punto de toma de muestras. Los peces se mantienen en un tanque con un flujo constante de
agua, a la que se afiade la sustancia de prueba durante la fase de absorcidn. El volumen de
agua deberia renovarse al menos cinco veces al dia. Se usan concentraciones no téxicas de las
sustancias de prueba. Puede usarse el marcado radioisotdpico de la sustancia de prueba con
fines analiticos. Se toman muestras de agua antes de y durante la fase de absorcidn. Se
selecciona a los peces para tomar muestras de tejido después de realizarles la eutanasia en
momentos secuenciales de la fase de absorcidon (por ejemplo 1, 3, 7, 14, 21y 28 dias) y la fase
de depuracion (30, 35, 42, 56 y 84 dias); y para la extraccion de lipidos en los dias 0 y 28 de
exposicion. Se pesa a los animales antes del test y post mortem; se toman muestras de los
peces durante el test y post mdrtem. Se necesitan cuatro o mas peces para cada toma de
muestras y para cada concentracién de prueba. Se utilizardn un total de 130 truchas arcoiris,
que se expondran a dos concentraciones diferentes de una sustancia a testar: 32 se utilizaran
para el grupo de control (con una repeticidn) y 49 para la concentracion a testar (dos
repeticiones).

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene este ¢Qué experimentaran los ¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?
estudio para los animales? animales? ¢Cuanto

sufrimiento puede causar?

¢Qué puede empeorarlo?

Efectos adversos Metodologia e intervenciones  Punto final
para minimizar la severidad
Se capturan, pesan y miden los Agitacion leve debida a la Buenas practicas, Punto final si hay por ejemplo
peces utilizados en el estudio captura/manejo equipamiento/técnicas hemorragias, lesiones en la

apropiados piel, defectos en las




branquias, posicién anormal
al nadar durante dos o mas
dias, convulsiones

Los peces se mantienen en la Sin signos clinicos, o signos Ninguna Accién Punto final, por ejemplo, si
solucion a testar con un sistema de  clinicos leves hay hemorragias, lesiones en
flujo constante y concentraciones la piel, defectos en las

de la sustancia a testar branquias, posicion anormal
completamente disueltas al nadar durante dos o mas

dias, convulsiones

Eutanasia por sobredosis Agitacion leve debida a la Buenas practicas, Ninguna Accidn
anestésica o golpe en la cabeza: captura/manejo equipamiento/técnicas

Algunos peces seleccionados se inmediatamente seguida de apropiados

capturan con red, enjuagan, secan eutanasia o anestesia- Buena

y sacrifican al instante mediante eutanasia, respectivamente monitorizacion/control del

golpe en la cabeza, seguido de procedimiento la eutanasia

incision cervical; (calidad, concentracion,

Los demas peces son sumergidos, efectos)

al final del procedimiento en una
solucién para eutanasia, por
ejemplo, Metanosulfonato

de tricaina (TMS, MS-222), 2-
fenoxietanol

Evaluacion inicial prospectiva. Se espera que los animales experimenten sélo malestar LEVE
por la exposicidn a cantidades no tdxicas de la sustancia de prueba, y el uso de buenas
practicas para su manipulacién y eutanasia.

Por lo tanto, se considera apropiada una clasificacion prospectiva de severidad LEVE.

¢éPodria la severidad ser MODERADA?

Normalmente no, ya que durante la fase de bioacumulacion se esperan solo efectos
adversos leves o ningun efecto adverso, y por lo tanto solamente malestar LEVE, considerando
el uso de dosis no tdxicas y un manejo y eutanasia llevados a cabo de acuerdo con las buenas
practicas. Si en contra de las expectativas, los signos clinicos indicaran una severidad
moderada, se tomaria una decisién informada durante el seguimiento del experimento, como,
por ejemplo, la eutanasia del animal basada en el criterio de punto final, intensificacién de la
monitorizaciéon, o necesidad de cambiar la clasificacién de la evaluacidn prospectiva de la
severidad de experimentos similares, notificdndoselo a la autoridad competente.

Observacion clinica/Sistema de puntuacién. Los animales se monitorizan diariamente
atendiendo a la mortalidad/viabilidad y cualquier efecto adverso. Cualquier hoja de
puntuacion clinica y de observacién deben acordarse entre los investigadores, veterinarios y
técnicos para establecer los criterios de monitorizacién y eutanasia (punto final).>> Es posible
el uso temporal de luz para facilitar la observacion, pero esto deberia ser limitado. Los peces se
observan para detectar efectos adversos y mortalidad entre las 2 y 4 horas, y al final del dia
para detectar otros posibles efectos adversos y mortalidad y asi poder determinar los puntos
finales. Los siguientes mafianas, se revisan los peces para detectar las bajas, y la mortalidad y
al final del dia para detectar algun otro efecto adverso y la mortalidad. Al final de esta seccidn
se incluye un ejemplo de sistema de observacién y puntuacién clinica utilizados para
monitorizar la condicidn clinica de los animales a lo largo del procedimiento. A menos que se
detecten signos clinicos o anormalidades tipicos (por ejemplo, un comportamiento natatorio
distintivo o la aleta/cola dafiadas) en un individuo o un nimero muy reducido de peces,
cualquier tipo de seguimiento o reidentificacion de un pez individual serd imposible o muy
dificil. Si es posible identificar un individuo afectado para subsiguientes observaciones, esto
nos puede ayudar a la hora de monitorizar la condicion clinica y facilitar la posible



implementacién del punto final. De no ser posible, deberia utilizarse el nimero de peces con
los signos clinicos tipicos para evaluar la condicién del grupo de peces en cada tanque.

Dia de observacion Concentracion diana

Control Concentracion a testar 1 Concentracion a testar 2
0 Sin anormalidades Sin anormalidades Sin anormalidades
1 1 pez muerto Sin anormalidades Sin anormalidades
etc.
7 Sin anormalidades Sin anormalidades 1 pez muerto
etc.
14 Sin anormalidades 1 pez nadando en circulos 1 pez descolorido
etc.
16 Sin anormalidades 1 pez muerto 1 pez descolorido
etc.
37 1 pez nadando en circulos  Sin anormalidades Sin anormalidades
etc.
72 Sin anormalidades 1 pez sin cola (eutanasia) Sin anormalidades
etc.

Resultados y evaluacion de la severidad real. Durante los 84 dias, 124 peces no mostraron
ningun signo clinico y se considerd que habian experimentado una severidad LEVE. En la
concentracidn a testar 2, se observé durante tres dias consecutivos un pez con decoloracién,
seguida de una completa recuperacion. Es probable que se tratara del mismo pez todos los
dias. La severidad se considerd LEVE. En el grupo de control, concentracion a testar 1y
concentracién a testar 2, se hallé muerto un pez sin signos clinicos previos. Se consideré la
severidad LEVE. Tanto en el grupo de control como en el de concentracion a testar 1, un pez
nadaba en circulos. Tras consultar con el veterinario encargado, se mantuvo a estos peces en
el estudio bajo atenta monitorizacién. Los signos clinicos desaparecieron a los dos dias. La
severidad para ambos peces se consideré6 MODERADA. Finalmente, en la concentracién a
testar 1, se observo que un pez no tenia colay se le practicd la eutanasia. Severidad: SEVERA.

Evaluacion: LEVE para 127 peces, MODERADA para 2 y SEVERA para 1 pez.

Acciones: ya que los signos clinicos excedieron la clasificacidon prospectiva de severidad
esperada, y tras consultar con los veterinarios, se llevd a cabo una monitorizacién mas atenta y
se notifico a la autoridad competente.

Ejemplo de observacion clinica/sistema de puntuacion

Puede utilizarse una hoja de puntuacién clinica para la observacién diaria de la mortalidad y
los efectos adversos. Esta hoja puede incluir varios signos que se refieran al comportamiento
natatorio, pigmentacién, apariencia, comportamiento reactivo o convulsiones. Su presencia o
ausencia se documentara a diario o con la mayor frecuencia, si procede. Cualquier
comportamiento anormal o inesperado deberia notificarse al investigador y/o al veterinario
designado o al experto en peces adecuadamente cualificado. Ante cualquier efecto adverso
severo observado, deberia decidirse monitorizar con mas frecuencia y/o implementar el punto
final. Debido la falta de identificacion y la densidad del grupo, un seguimiento individualizado
no es realista.

Mas abajo se incluye un ejemplo de una hoja de puntuacién clinica.

La evaluacién de la severidad se lleva a cabo mediante una combinacién de estas
observaciones (junto con un procedimiento de evaluacién). En el caso de que se combinen las
observaciones como se describen en la tabla, se utilizard la puntuacidn mas alta para la
evaluacidn. Si una observacién aparece durante mas de un dia consecutivo, las puntuaciones
pueden ser ajustadas (+1, +2 o +3) tras consultarlo con los investigadores, técnicos y/o
veterinarios o expertos encargados. La atenta monitorizacién es de ayuda para la evaluacién
de la severidad real como LEVE, MODERADA o SEVERA, en especial en casos de muerte



repentina con o sin signos clinicos previos, o para ayudar a tomar decisiones informadas sobre
la implementacién del punto final. Evaluacidn de la severidad y acciones sugeridas basadas en
la observacion clinica:

Descripcion Puntuacion? Accion Evaluacion de severidad®
Normal natacidn, comportamiento y 1 NA LEVE
apariencias
Comportamiento natatorio
Natacion en fondo 1 Comprobar similitud con LEVE
los controles
Natacion en superficie 1 Comprobar similitud con LEVE
los controles
Bocanada de aire superficie 2 NA LEVE
Natacion vertical 3 Malestar acumulado MODERADA
Natacion de lado o en posicidn 3 NA MODERADA
supina
Natacion en circulo (normal a 3 NA MODERADA

posicidn supina)
Pigmentacion

Color mds oscuro 2 NA LEVE
Apariencia

Contraccidn de la cola 3 NA MODERADA

Hemorragias/livor mortis 4-5 (Considerar) Punto Final SEVERA

Dafio visible en la piel y/o aletas 4-5 (Considerar) Punto Final SEVERA
Comportamiento reactivo

Lento comparado con control 2 NA LEVE

Inmovil 2 NA LEVE

Natacion hiperactiva después de 2 NA LEVE

chocar con el tanque

Natacion hiperactiva 3 NA MODERADA
Otro

Muerte repentina sin signos previos 2 NA LEVE

Muerte repentina con signos previos  2-5 NA LEVE, MODERADA o

SEVERA
Malestar irreversible como 4-5 (Considerar) Punto Final SEVERA

convulsiones

aSi una observacidn esta presente también en el segundo o tercer dia consecutivo, se afiade +1 a la puntuacién, 4
dias consecutivos +2 y 5 dias consecutivos +3. Esto puede facilitar la evaluacion de la severidad y la
implementacién del Punto Final.

bSi se detecta una combinacidn de observaciones, la evaluacidn de severidad se ajustara a la puntuacién de
severidad mas alta de las observaciones presentes.

NA: Ninguna Accién
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Evaluacion de la toxicidad aguda por via oral con una sustancia de prueba en ratas
Contexto general

Las guias para los test de la Organizacién para el Desarrollo y la Cooperacién Econdmica
(OCDE) son una serie de métodos utilizados para evaluar los riesgos de productos y preparados
guimicos tales como los pesticidas. Estos métodos abarcan las pruebas que evalian
propiedades fisicas y quimicas, efectos para la salud humana y la fauna salvaje y la
acumulacidn y degradacidn en el entorno. Las directrices de la OCDE estan reconocidas en
todo el mundo como el estandar de referencia para ensayos quimicos y se revisan de forma
periddica para actualizarlas con los ultimos avances cientificos y los cambios en las practicas de
evaluacion. La informacidén sobre toxicidad aguda se utiliza para cumplir requisitos de
clasificacion de riesgo y de etiquetado, para evaluar los riesgos para la salud humana vy el
medio ambiente y a la hora de evaluar la toxicidad de las mezclas. El objetivo de un estudio de
toxicidad aguda por via oral es el de evaluar la toxicidad letal o casi letal de la sustancia a
testar tras una Unica dosis. Se utiliza la via oral ya que esta puede ser una posible via de
exposicién para los humanos.

El test convencional de toxicidad aguda por via oral (anteriormente, Guia 401 de la OCDE, la
clasica dosis letal 50, DLso)! que requiere mas de 20 animales, es el mas criticas ha recibido en
términos de bienestar animal y esta preocupacion fue la que llevd a su eliminacién y al
desarrollo de tres test alternativos para la toxicidad aguda por via oral (Guias de la OCDE 420,
423 y 425),%* el método de la dosis fija (420), el método de clase toxica aguda (423) y el
procedimiento up-and-down (425). Todos los test implican administrar la sustancia a testar en
dosis graduadas a grupos de animales, los cuales son observados con respecto a sus efectos y
mortalidad (o momento de punto final). El resultado que se obtiene es el calculo de DLso (la
dosis que mata al 50% de los animales) o una estimacidn de DLso. El método de dosis fija no
requiere la muerte de los animales como punto final y emplea de media de 5 a 7 animales con
una sola muerte. Los procedimientos de clase téxica aguda y de up-and-down usan de
promedio 6 a 9 animales, con 0 a 3 muertes.®

Procedimiento ilustrativo

Disefio del estudio. El método de la clase tdxica aguda es un procedimiento en etapas que
utiliza tres animales del sexo que sea mas susceptible por cada una de estas (si no se conoce,
seran hembras). Toda la informacion disponible sobre la sustancia a testar (identidad y
estructura quimica, propiedades fisicoquimicas, otros test de toxicidad in vivo o in vitro,
informacidn toxicoldgica sobre sustancias estructuralmente relacionadas, uso(s) anticipado(s)
de la sustancia, deberia considerarse antes de llevar a cabo el estudio.

La sustancia a testar deberia formularse usando un vehiculo adecuado y las
concentraciones deberian ajustarse para permitir volimenes constantes en las dosis. Los
animales deberan estar en ayunas antes de recibir la dosis para evitar interferencias de los
alimentos presentes en el estémago con la sustancia; la directriz requiere un ayuno “por la
noche”. Los volimenes de las dosis se eligen de acuerdo con las buenas practicas y los
vehiculos en funcidn de las bases de datos internas/externas de los receptores.

La dosis que se utilizara como primera dosis se selecciona de entre cuatro niveles fijos (5,
50, 300 y 200 mg/kg). Existe la opcidn de usar una dosis adicional de 5000 mg/kg, pero sélo
cuando esto esté justificado por un requerimiento regulatorio especifico. El nivel de la dosis
inicial deberia ser el que vaya a producir mortalidad en algunos de los animales con mayor



probabilidad. Cuando la informacién adicional de la que se disponga indique que la mortalidad
es poco probable a la dosis inicial mas alta (2000 mg/kg de peso corporal), deberia llevarse a
cabo un “ensayo limite” (6 ratas, 3 ratas por etapa). Cuando no se disponga de informacion
sobre una sustancia a testar, se recomienda por motivos de bienestar animal usar la dosis
inicial de 300 mg/kg de peso corporal. Dependiendo de la mortalidad y/o del estado
moribundo de los animales, se irdn afiadiendo grupos de animales con dosis fijas mas altas o
mas bajas hasta que se alcance el objetivo del estudio; es decir, la clasificacidn de la sustancia
a testar basada en la identificacidn de la(s) dosis que causan mortalidad, excepto cuando no
haya efectos en la dosis fija mas alta.

El intervalo de tiempo entre grupos de tratamiento estard basado en la aparicién, duracion
y severidad de los signos de toxicidad. Se retrasara el tratamiento del siguiente grupo hasta
gue ya no se espere mas mortalidad en el/los grupo(s) a los que se haya administrado la
sustancia previamente. Se necesitaran entre 2 a 4 etapas para poder clasificar la sustancia a
testar en una de las clases de toxicidad definidas por los valores de corte de la DLso.

En total, se utilizaran seis ratas en este estudio. De acuerdo con el procedimiento por
etapas, en la primera etapa se administrara por medio de sonda oral una dosis inicial de 300
mg/kg a tres ratas. Los animales recibiran una Unica dosis oral y a continuacidn seran
observados durante catorce dias. Las observaciones incluyen los signos clinicos, medicidn de
peso corporal y anormalidades macroscdpicas durante la necropsia al final del periodo de
observacidn, o antes, en caso de que los animales sean hallados muertos o se les sacrifique
humanitariamente.

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene este
estudio para los animales?

¢Qué experimentaran los animales?
¢Cuanto sufrimiento puede causar?
¢Qué puede empeorarlo?

¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?

Efectos adversos

Metodologia e intervenciones
para minimizar la severidad

Punto final

Ayuno la noche anterior a
recibir la dosis y hasta 3-4
horas después de la dosis de
la sustancia a testar.
Dispondran de agua.

Unica dosis de la sustancia a
testar administrada mediante
sonda oral

No implica dolor, sufrimiento o
dafios duraderos ya que cada rata
sélo ayuna una vez, y no se espera
que el peso corporal descienda del
80% de la media del mismo
sexo/cepa/edad. Ya que el ayuno se
lleva a cabo durante la fase activa y
puede alcanzar las 24 horas, la falta
de comida se considera Leve ya que
puede generar angustia basandose
en el comportamiento y la
fisiologia.

Malestar transitorio causado por la
sonda, considerado Leve. Es
esencial una buena técnica de
administracién de la dosis, pero
excepcionalmente puede ocurrir un
accidente con la sonda.

Ayuno que no supere el tiempo
recomendado fisiolégicamente
(6 horas en rata).
Cientificamente es necesario
vaciar el tracto gastrointestinal o
mejorar la absorcidn
gastrointestinal de la sustancia,
por lo que se prefiere al ayuno
de acuerdo con la guia, pero esto
requeriria la autorizacién previa
de la autoridad competente. El
siguiente grupo (22) recibira
comida inmediatamente, y no
ayunara en caso de que en el
primer grupo se haya producido
la mortalidad
sospechada/prolongada.

Personal bien formado. Eleccion
de la sonda que genere el menor
malestar posible (tamafio
apropiado, plastico flexible si lo
permite la sustancia, didametro
interno relativamente ancho).
Buenas practicas de
administracion, volimenes
basados en peso/especie: por
ejemplo, volumen de dosis
maximo 10 ml/kg peso corporal.

Nada que resefiar

Punto final en caso de
accidente con la sonda,
por ejemplo, eséfago
perforado (excepcional).




Efecto toxico inmediato y
retardado de la sustancia a
testar después de la dosis y
en un periodo de observacion
de 14 dias en alojamiento en
grupo

Dependiendo de la sustancia,
pueden presentarse signos clinicos
locales o sistémicos Leves,
Moderados o Severos o mortalidad
durante el periodo estandar de
observacion de 14 dias.

Maximo 3 dosis individuales en
24 horas en caso de que sean
necesarios volimenes mayores
(basado en la concentracién de
la formulacidn).

Monitorizacién de la
mortalidad/viabilidad (al menos
2 veces/dia). Monitorizacion de
signos clinicos (al menos 3 veces
el dia de la dosis y una vez al dia
desde entonces) y peso corporal
(al menos una vez a la semana).
Intervalo entre grupos
subsiguientes, al menos 24
horas. El siguiente (22) grupo del
siguiente nivel de dosis no
ayunara o recibira comida
inmediatamente, en caso de que
en el primer grupo se
anticipe/prolongue la
mortalidad. Estar alerta a la
mortalidad/toxicidad retrasadas.
La frecuencia/periodo de
observacion puede aumentarse
en funcion de los signos clinicos
(esperados) para minimizar el
riesgo de letalidad usando el
punto final.

El punto final se
determinard en funcion
de la puntuacion clinica
total. Los animales que
muestren signos clinicos
severos o que estén
moribundos seran
sacrificados (esto no
compromete los
resultados del estudio, ya
que estos animales se
consideran similares a los
que murieron durante el
test).

Evaluacion inicial prospectiva. SEVERA: la toxicidad de la sustancia puede alcanzar hasta una

severidad SEVERA, ya que los niveles de dosis iniciales es probable que causen mortalidad en

uno o mas animales. Es necesaria la observacién frecuente después de la dosis el dia 1

(inmediatamente después de la dosis y 2 y 4 horas después) y realizar controles todas las

mafanas y tardes para aplicar el punto final y minimizar la severidad.

Por consiguiente, en general es apropiada la clasificacion de SEVERA.
éPodria la clasificacion de severidad ser MODERADA?

Si, si la informacidn de la sustancia a testar sugiere que la mortalidad es poco probable a la
dosis inicial mas alta (2000 mg/kg de peso corporal), y si la mortalidad y todo signo clinico
(retrasado) se mantienen ausentes en las 6 ratas (3 animales por etapa), la severidad puede
considerarse MODERADA o LEVE.

Observacion clinica. De acuerdo con la guia (OCDE 423), las ratas deberian observarse
individualmente después de administrar la dosis al menos una vez durante los primeros 30
minutos, y después periddicamente durante las primeras 24 horas, prestando especial
atencidn en las primeras 4 horas, y a partir de entonces diariamente durante 14 dias.® La
duracidn de las observaciones debera determinarse en funcién de las reacciones toxicas y el
inicio y duracidn del periodo de recuperacion, y podra ampliarse cuando se considere
necesario. El peso corporal se mide antes de recibir la dosis y al menos una vez a la semana
desde entonces. Los cambios en el peso corporal deben registrarse y usarse para la evaluacion
del bienestar y/o establecer el punto final. Cualquier anormalidad macroscépica durante la
necropsia puede resultar util para confirmar que el momento de punto final era correcto.
Podrian ser necesarias observaciones adicionales si contintan los signos de toxicidad. Las

observaciones deberian contemplar cambios en la piel y el pelaje, ojos y membranas mucosas,
y también el sistema respiratorio, circulatorio, y los sistemas nerviosos central y auténomo, asi
como la actividad somatomotora y patrones de comportamiento. Debera prestarse atencién a



la observacion de temblores, convulsiones, salivacion, diarrea, letargo, suefio y coma.
Deberian tenerse en consideracion los principios y criterios resumidos en el Documento de
pautas para los puntos de terminacién compasiva de la OCDE.® Los animales que se
encuentren en un estado moribundo, o que den muestras de dolor o angustia severos,
deberan ser sacrificados de forma humanitaria.

Resulta de utilidad el uso de una hoja de puntuacién (Informe del grupo de trabajo de
FELASA, 2015) para monitorizar el bienestar animal e identificar el momento de punto final, asi
como informar de acuerdo con las directrices de la OCDE.®’ Al final de esta seccidn se incluye
un ejemplo de hoja de puntuacidn clinica que se usa para monitorizar la condicién clinica de
los animales a lo largo del procedimiento.

Resultados y evaluacion de la severidad real. Todas las ratas tratadas en la etapa 1 con una
dosis inicial de 300 mg/kg presentaron signos clinicos. Estos comprendian letargo, postura
encorvada, movimientos descoordinados, piloereccion, ptosis palpebral, estertores y/o
salivacién en los dias 1y 2, en el que una rata mostrd postura encorvada y también en los dias
6 y 7. No se hallé muerta ninguna rata ni fue necesario sacrificarlas, por lo tanto, se requirié
una segunda etapa, de acuerdo con las directrices. En la etapa 2, con 3 ratas en una dosis de
2000 mg/kg, se encontrd muerta una rata hembra el dia 2, que entre los dias 1y 2 ya habia
mostrado una leve pérdida de peso y signos clinicos tales como letargo, postura encorvada,
piloereccion, ptosis y salivaciéon. No se hallaron anormalidades macroscépicas durante la
necropsia de este animal ni otros al final del estudio. No se observé mortalidad en otras ratas.
El aumento de peso de las ratas supervivientes fue comparable al de animales no tratados de
la misma cepa y edad. A este fin puede utilizarse informacidn anterior acerca de animales no
tratados o tratados con el mismo vehiculo de la misma cepa y edad. Evaluacién: SEVERA para
la rata hallada muerta, MODERADA para las otras ratas.

Sistema de puntuacion y ejemplos de hojas de puntuacion

La evaluacién de la severidad se lleva a cabo mediante una combinacidn de observaciones
clinicas (cambios en el peso, piel, pelaje, ojos y membranas mucosas, aparicion de secreciones,
y sistema respiratorio, circulatorio, nervioso auténomo y nervioso central, actividad
somatomotora y patrones de comportamiento) basadas en un sistema de puntuacién clinica
gue se emplea en toxicologia, junto con los resultados de la necropsia. Se registra el momento
del aparicidn, grado y duracidn de los signos observados. Se asigna a los signos un grado de
severidad y el maximo grado se predefine como 3 6 4. Los grados se codifican como leve
(grado 1), moderado (grado 2), severo (grado 3) y muy severo (grado 4). Para ciertos signos,
sélo se registra la presencia (grado 1) o ausencia (grado 0).

Mas abajo se incluye una hoja de puntuacidn clinica. A la izquierda se incluye una amplia,
aungue no exhaustiva lista de signos clinicos tipicos (la amplitud de la puntuacién se indica
entre paréntesis para cada uno de los signos, por ejemplo, de 0-3 desde ausente a maxima
presencia). Este ejemplo se refiere a una rata que recibié una dosis de 300 mg/kg de peso
corporal en la primera etapa con tres ratas.

Signos clinicos D1-0h D1-2h D1-4h D2 D3 D4 D5 D6 D7 etc.
hasta 15

Peso corporal (g) 150 145 150 152 155 158
Piel y pelaje: manchas 0-1)

Piel y pelaje: palidez (0-3)

Movimientos cldnicos involuntarios (0-3)
Movimientos tdénicos involuntarios (0-3)

Temblores (0-3)

Salivacion (0-3)

Lagrimeo (0-1)
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Diarrea (0-1)

Vocalizacién (0-1)

Estereotipia: excesivo acicalamiento (0-1)
Estereotipia: movimiento repetitivo en circulo (0-1)
Comportamiento extrafio: automutilacién (0-1)
Sistema nervioso central: letargo (0-3)

Sistema nervioso central: convulsiones (0-3)
Postura: postura encorvada (0-1)

Postura: postura erguida (0-1)

Postura: decubito ventrolateral (0-1)
Anormalidades al andar: movimientos
descoordinados (0-3)

Piloereccion (0-1)

Ptosis (parpado cerrado) (0-3)

Anormalidades respiratorias: respiracion trabajosa
(0-3)

Anormalidades respiratorias: estertores (0-3)
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A continuacidn, se incluye otro ejemplo del mismo estudio, esta vez una rata que recibié una
dosis de 2000 mg/kg en la segunda etapa junto a otras tres ratas. Esta rata muere en el dia 2,
después de la observacion programada. En la hoja de puntuacion clinica sélo se muestran las
anormalidades durante el periodo de observacion.

Signos clinicos D1-0Oh

D1-2h

D1-4h

D7 etc.
hasta 15

Sistema nervioso central: letargo (0-3)
Postura: postura encorvada (0-1)
Piloereccion (0-1)

Ptosis (parpado cerrado) (0-3)
Salivacion (0-3)
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Estudio farmacocinético en perros después de una Unica administracion de una sustancia a
testar



Contexto general

El objetivo del estudio es estudiar la farmacocinética de un compuesto después de una Unica
administracién. Se evaluara la diferencia en la exposicidn sistémica después de la
administracion por via oral (capsula/pastilla/sonda/dieta), intravenosa, dérmica o subcutanea
(bioequivalencia). En sustancias destinadas a la administracion por via oral en humanos, esta
se compara con la via intravenosa, que es la via de preferencia al permitir un 100% de
biodisponibilidad. Las directrices para la prueba del compuesto que se aplican se refieren a
cualquier forma de exposicién humana, uso prospectivo o legislacién.° El compuesto puede
pertenecer a productos farmacéuticos para uso humano o veterinario, ingredientes
alimentarios o productos quimicos y agricolas.

Procedimiento ilustrativo

Disefio del estudio. Un diseifo de estudio comun consiste en usar los mismos animales durante
dos periodos. En este ejemplo, se utilizaron tres perros. En el primer periodo, se miden los
niveles en plasma del compuesto después de una dosis intravenosa, y después de un periodo
de lavado adecuado, en el segundo periodo, se miden los niveles del compuesto en plasma
después de administrar dosis orales a los mismos animales. El estudio puede ampliarse a tres o
mas periodos con los intervalos de lavado adecuados para comparar diferentes formulaciones
de la sustancia de prueba por via oral (por ejemplo, diferentes soluciones, pastillas, capsulas).
Para estudios de bioequivalencia donde un compuesto de prueba se compara con un
compuesto conocido, puede usarse un disefio de bloques aleatorios para hacer aleatorio el
orden de exposicion a las diferentes vias y, por lo tanto, prevenir cualquier tipo de efecto
retardado de las dosis previas. Normalmente, esto no sera necesario para los estudios de
biodisponibilidad, donde se prueba un compuesto desconocido para comprobar si tiene
suficiente biodisponibilidad para usarse en futuros estudios. Pueden recolectarse muestras de
orina y/o heces de los animales alojandolos en jaulas metabdlicas. Después del estudio,
todavia puede ser cientificamente plausible la reutilizaciéon del animal, que puede destinarse a
los “animales de reserva”. Se decidira si los animales pueden utilizarse de acuerdo con su
edad, evaluacion del bienestar durante su vida y durante el procedimiento, recuperacién de la
salud y el bienestar de acuerdo con la opinién veterinaria y clasificacion de los procedimientos
futuros. El estudio comprendié un total de cuatro periodos, el primero con una dosis
intravenosa seguido de tres periodos con dosis en diferentes capsulas, todos ellos separados
por un intervalo de lavado de una semana. Las observaciones comprendieron signos clinicos y
medicion de peso corporal antes de cada periodo de dosis.

Consideracion de refinamientos especificos y del punto final humanitario

¢Qué implicaciones tiene este
estudio para los animales?

éQué experimentaran los
animales? ¢ Cudnto sufrimiento
puede causar? ¢Qué puede
empeorarlo?

¢Cémo se reducira el sufrimiento al minimo?

Efectos adversos

Metodologia e intervenciones Punto final

para minimizar la severidad

Ayuno en el estudio de dosis oral
hasta 20-24 horas previas a
recibir la dosis para mejorar la
absorcidn gastrointestinal, para
evitar vémito de comida y/o
posible bioquimica clinica de las
muestras de sangre.

O: puede ofrecerse una dieta
para la misma absorcion

En general, no se considera que
sea un procedimiento que
cause malestar en perros
adultos que rutinariamente son
alimentados una vez al dia (si
normalmente se les alimenta
dos veces al dia, se consideraria
como un procedimiento). Si se
exceden las 24 horas de ayuno

Preferiblemente, no mas largo Nada que resenar
de lo fisiolégicamente

aconsejado (12 horas en

perros) y lo cientificamente

necesario para vaciar el tracto

gastrointestinal para mejorar la

absorcidn gastrointestinal de

sustancias, pero también para

evitar los vémitos o los posibles




gastrointestinal antes o después
de la dosis

Restriccion de agua
(normalmente no necesario, pero
si se indica, de una duracidn
limitada como 2 horas antes y 2
horas después de la dosis, la
cantidad exacta de agua puede
administrarse mediante sonda
después de administrar la
sustancia de prueba)

Dosis Unica por via oral
(capsula/pastilla/sonda),
subcutanea, intramuscular,
intravenosa (venas superficiales),
dérmica, sublingual, rectal,
vaginal, intratraqueal o
intranasal.

Algunos disefios de estudio
pueden comprender la prueba de
metabolitos junto a las sustancias
de prueba y/o productos de
referencia (boequivalencia) y por
lo tanto implicaran dosis
repetidas al animal teniendo en
consideracion los periodos de
lavado apropiados.

Repetida toma de muestras de
sangre (por ejemplo, vena
yugular) después de una Unica
dosis para toxicocinética (dosis
oral: por ejemplo, antes de la
dosis, 8 veces en las primeras 24
horas, después 5 veces hasta dia
5; dosis intravenosa: por ejemplo,
antes de la dosis, 10-12 veces en
las primeras 24 horas, después 2
veces hasta el dia 3, o hasta 4-5
veces hasta el dia 4-5)

posterior a la dosis 0 en
animales jovenes, puede causar
malestar. Dependiendo de la
duracién del ayuno y el efecto
de la sustancia a testar puede
producir vomitos o efectos
gastrointestinales locales:
desde ningun efecto hasta
sensacion de hambre, ndusea,
indigestion, dolor, vémitos,
aspiracion de alimento, diarrea
debido a efectos
gastrointestinales.

No se espera malestar ni
deshidratacion, malestar
transitorio LEVE si se emplea
una sonda oral para
administrar el agua.

Malestar transitorio LEVE
dependiendo de la via de
administracion, inmovilizacion,
posible anestesia (por via
intratraqueal o intranasal) y
efectos locales/sistémicos de la
sustancia a testar y el vehiculo.
Aunque se usan dosis no
toxicas, los efectos inesperados
pueden llegar a ser de
severidad MODERADA.
Malestar LEVE a MODERADO
debido a dosis repetidas o uso
de anestesia durante la
administracidn intratraqueal.

(Re)introduccion de la aguja sin
causar malestar o malestar
LEVE dependiendo de la posible
aclimatacion al procedimiento
o posible reaccion inflamatoria
del tejido local.

efectos locales de la sustancia
de prueba.

Cambios relacionados con el
tiempo de los procedimientos.

Restriccion de agua,
preferiblemente no mas larga
de lo fisiologicamente
aconsejado y lo cientificamente
necesario para
mejorar/armonizar la absorcion
gastrointestinal de sustancias.
Técnica/equipamiento
apropiados, por ejemplo,
catéter flexible desechable de
un tamano adecuado para la
administracion oral del agua.

Nada que reseiar

Limitacidn de los volimenes
administrados .11

Seleccidn apropiada del
vehiculo (6ptima exposicién a
la sustancia, bioldgicamente
inerte, sin efectos bioldgicos y
toxicidad/con efectos
limitados).

Equipamiento de
administracion adecuado, por
ejemplo, catéter flexible
desechable de un tamafio
adecuado en lugar de una aguja
de acero como sonda).
Anestesia apropiada. Mezclar
con alimentos si esto no
obstaculiza la absorcidn.

clinica total.
Los animales que den

severos o que estén
moribundos seran
sacrificados

Uso de entrenamiento
mediante refuerzo positivo
antes de llevar a cabo la toma
de muestras.

Buenas pricticas,
equipamiento y técnicas.
Volumenes de muestra
apropiados que normalmente
no supongan una limitacién en
esta especie/disefio
(volimenes pequefios
frecuentes que probablemente
no causaran ninguna
perturbacidn fisioldgica).1

El uso de un catéter
permanente puede ser
preferible para un periodo de
toma de muestras frecuentes

Nada que resenar

Punto final determinado
mediante la puntuacion

muestras de signos clinicos



Alojamiento individual en jaula
metabdlica para la toma de
muestras de orina no invasiva
mediante la recoleccién de orina
espontanea en uno o dos
periodos de 24 horas.

Aislamiento social. La jaula
metabdlica puede evitar el
contacto tactil en un periodo
de tiempo limitado, pero el
contacto olfativo, visual y
auditivo sigue presente. Por
debajo del umbral si es un
periodo breve (jaula metabdlica
<24 horas).

Si es mayor de 24 horas, puede
ser LEVE.

para mejorar el acceso a las
venas y evitar reacciones
locales.

Promover contacto visual, Nada que reseiar
olfativo, auditivo o contacto

tactil limitado (por ejemplo,

nariz) con conspecificos.

Socializaciéon humana frecuente

(no sdlo

observaciones/procedimientos

si no también tiempo de

interaccidn/juego) o

tratamiento/observacion (si

esta basado en la opinidn

veterinaria).

Material de enriquecimiento

que no interfiera.

Andlisis prospectivo inicial de severidad. Sélo se espera que los animales experimenten
malestar LEVE por la falta de alimento/restriccion de agua, alojamiento individual, Unica dosis,
y toma de muestras repetidas de sangre. Se espera que los efectos de la sustancia a testar
estén ausentes o sean muy limitados debido a los niveles considerados farmacoldgicos.

Es apropiada una clasificacion prospectiva de severidad LEVE.

éPodria la clasificacion de severidad ser MODERADA?

La administracion de una Unica dosis de la sustancia a testar y la toma frecuente de
muestras de sangre se considera LEVE basandose en el caracter/comportamiento de la especie
(interaccién social con humanos), método de inmovilizacién, y buenas practicas en lo que se
refiere a las técnicas/voliumenes de administraciéon y muestra. Resulta poco probable
prospectivamente que la severidad sea MODERADA ya que se usaran dosis farmacolégicas y no
toxicas, pero podria causarse por efectos inesperados de la sustancia a testar (o el vehiculo) o
bien por posibles complicaciones durante la administracién y la toma de muestras.

Observaciones clinicas. Los examenes veterinarios se llevan a cabo antes del inicio del estudio
(desde la llegada del animal desde el proveedor o a intervalos periddicos en los animales de
reserva) para asegurar el buen estado de salud y decidir si es apropiado (re)utilizar el animal
en el procedimiento. Cuando se considere necesario, se llevardn a cabo exdmenes veterinarios
durante el estudio. Durante el periodo del estudio, se monitorizara a los animales respecto a
mortalidad/viabilidad al menos dos veces al dia, y en busca de signos clinicos durante el
periodo de administracion y seguimiento al menos una vez al dia.?

Este es un ejemplo de hoja de puntuacién clinica basado en la observacién individual (el rango

de puntuacién que se aplica esta entre paréntesis):

Periodo:
Fecha:

2 etc.

D1 D2 D3

D4 D1 D2 D3 D4

Peso corporal (en kg o g)
Piloereccion (0-1)

Letargo (0-3)

Inquietud (0-3)
Agresividad (0-3)
Consumo de alimento (en g)
Salivacion (0-3)

Vémito (de alimento) (0-1)
Vémito (de moco) (0-1)
Taquipnea (0-1)

Temblor (0-3)

Postura encorvada (0-1)




Postura anormal (0-1)
Decubito ventrolateral (0-1)
Marcha anormal (0-3)

Diarrea (0-1)

Heces con moco (0-1)

Heces con particulas rojas (0-1)
Hipertermia

La evaluacion de la severidad se lleva a cabo mediante una combinacién de observaciones
clinicas generales (peso corporal, apariencia, comportamiento, entorno de la jaula) basadas en
un sistema de puntuacidn clinica usada en toxicologia. Se registran el momento de aparicién,
grado y duracidn de los signos observados. Se asigna a los signos un grado de severidad y el
maximo grado se predefine como 3 6 4. Los grados se codifican como leve (grado 1),
moderado (grado 2), severo (grado 3) y muy severo (grado 4). Para ciertos signos, sdlo se
registra la presencia (grado 1) o ausencia (grado 0).

Resultados y evaluacion de la severidad real. En el primer periodo no hubo mortalidad. En el
primer periodo de dosis intravenosa, un animal (nimero 3 en el ejemplo) mostré signos
clinicos como temblor leve/moderado, letargo leve, postura encorvada, vomito de alimento y
moco, heces con moco, y/o heces con particulas rojas durante un periodo de 2 horas, seguido
de una radpida y completa recuperacion. Evaluacién: LEVE.

Los leves, pero claros signos clinicos de relativamente corta duracion después de la dosis
intravenosa podrian indicar signos similares durante un periodo de tiempo mas largo después
de la dosis oral. Por lo tanto, la evaluacidn prospectiva para los periodos de dosis oral se
aumenté a MODERADA. Antes de continuar con el estudio, la autoridad competente fue
informada del aumento de la severidad en la evaluacidn prospectiva.

En el segundo periodo (dosis oral), los animales no mostraron signos clinicos. Evaluacion:
LEVE. En el tercer y cuarto periodo (dosis oral con diferentes capsulas), un animal mostré
hipertermia, vdmito de alimento, postura encorvada y postura y marcha anormales, decubito
ventrolateral, contraccién muscular, temblor y letargo, salivacién y taquipnea, seguidos de
recuperacion al final del dia. Evaluacion: MODERADA.

Ejemplos de hojas de puntuacion clinica

Las puntuaciones clinicas para cada animal durante los periodos de dosis son una seleccion de
signos observados en este ejemplo de estudio y sélo parte de una lista completa de signos
clinicos de los que se dispone con su correspondiente puntuacion.

Ejemplo de puntuacion clinica en animal 1

Periodo: 1 2 3 4

Fecha: D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Peso corporal (kg) 99 - - - 9,9 - - - 99 - - - 10 - - -
Vomito (de alimento) (0-1) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 -
Temblor (0-3) 2 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 3 0 1] -
Heces con moco (0-1) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 -
Ejemplo de puntuacion clinica en animal 3

Periodo: 1 2 3 4

Fecha: D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Peso corporal (en kg o g) 10,7 - - - 10,5 - - - 10,6 - - - 10,6 - - -
En celo (0-1) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
Ejemplo de puntuacion clinica en animal 3

Periodo: 1 2 3 4

Fecha: D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Peso corporal (en kg o g) 10,3 - - - 10,0 - - - 10,0 - - - 99 - - -

Letargo (0-3) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0




Salivacion (0-3)

Vomito (de alimento) (0-1)
Vomito (de moco) (0-1)
Taquipnea (0-1)

Temblor (0-3)

Contraccion

Postura encorvada (0-1)
Postura anormal (0-1)
Decubito ventrolateral (0-1)
Marcha anormal (0-3)

Heces con moco (0-1)

Heces con particulas rojas (0-1)

Hipertermia

muscular (0-1)
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Evaluacion de la severidad real en los tres ejemplos

Acumulada a lo largo de los cuatro periodos de dosis, durante la evaluacién de la severidad
real, se consideré LEVE para dos animales; para un animal se consider6 MODERADA a lo largo
de los cuatro periodos de dosis.

Acciones

Ya que los signos clinicos suelen detectarse justo después (IV) y/o durante el primer dia
después de la dosis (via oral), puede ser esencial una atenta monitorizacion en el caso de la
aparicion de efectos adversos moderados o severos inesperados, apoyados en el consejo
veterinario si hace falta, la notificacién a la autoridad competente antes de continuar y por
cualquier tipo de intervencién, como la eutanasia en el caso del punto final.? Si se detectan
efectos adversos de moderados a severos en el primer animal, se considera una buena practica
un inicio escalonado (intervalo de tiempo entre el primer y el segundo animal, con
consideracion de la duracién esperada de los posibles signos clinicos) y la reconsideracion de la
dosis. También deben considerarse antes del estudio las posibles diferencias entre sexos o, en
caso de desconocerse, en el disefio del estudio (por ejemplo, empezar por un animal de cada
sexo, después seguir con animales del mismo sexo).

Después de la Ultima dosis y del periodo de observacidn, en caso de efectos leves a
moderados, se liberaran a los perros del estudio y se les monitoriza en la reserva hasta que
dejen de observarse anormalidades. En el caso de que se planee su reutilizacion, deberia
demostrarse que el estado de salud general y bienestar del animal se han restaurado
completamente antes de que se considere su uso para cualquier otro posible estudio. Esta
evaluacidn deberd estar de acuerdo con la opinidn veterinaria y preferiblemente reforzada por
examenes periddicos clinicos y de laboratorio. En caso necesario, basado en estos hallazgos y
en datos de los bioanalisis del estudio (determinado por un tiempo de eliminacion al 50%),
deberia considerarse un periodo de lavado entre los estudios venideros.
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