CURSO-TALLER DE REDUCCION, REFINAMIENTO Y REEMPLAZO DE
ANIMALES EN INVESTIGACION, DESARROLLO Y DOCENCIA

SESION 1:APERTURA E INTRODUCCION
INTRODUCCION A LAS 3R.

Argelia Castafio. CISA - INIA. Madrid. Presidenta de REMA- Miembro del
Comité Cientifico Asesor del Centro Europeo de Validacion de Métodos
Alternativos-ESAC-ECVAM.

Hablar de alternativas a los animales de experimentacién implica
necesariamente referirse a Russel y Burch y a su libro The Principes of
Humane Experimental Technique (1959), donde se establecié el principio de
las 3Rs.

R de reduccion, aplicando un correcto disefio estadistico que permita
utilizar sélo el ndmero de animales necesario para obtener una informacion
fiable y precisa. Tan inadecuado resulta un procedimiento experimental que
utiliza mds animales de los necesarios, como el que utiliza tan pocos que sus
resultados no proporcionan la calidad cientifica exigible, y que a la larga
resultan indtiles por no ser fiables.

R de refinamiento, entendido éste como cualquier sistema que permita
disminuir la severidad del dafio inflingido a los animales todavia
imprescindibles para muchos procedimientos. Actualmente la utilizacién de
técnicas no invasivas, como por ejemplo la resonancia magnética, permiten
eliminar o reducir el dolor, ademds del nimero de animales; pues con ellas
cada animal actla como su propio control, incrementando la calidad de los
resultados cientificos.

Finalmente, R de reemplazo de los vertebrados por cualquier otro método
que emplee material no sensitivo. Entendiendo por material no sensitivo,
desde los modelos computacionales hasta los ensayos /n vitro con modelos
celulares, o los ensayos con organismos menos evolucionados como
microorganismos, plantas e invertebrados, cuya capacidad para sentir dolor
estd reducida al mdximo, debido en unos casos a la carencia de sistema
nervioso y en otros, al menor desarrollo de sus sistemas sensoriales. Los
modelos /n vitro en investigacion bdsica son los modelos utilizados de
manera rutinaria. La mayor parte de la investigacion biomédica en sus
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aspectos mds mecanicistas, se realiza sobre modelos celulares.
Posiblemente si se preguntara a cualquier investigador si utiliza los sistemas
in vitro como alternativa a los animales de experimentacién diria que no, que
la utilizacién de sistemas celulares o de cultivo de tejidos resulta la
metodologia mds adecuada para alcanzar sus objetivos. Por otro lado, los
métodos /n vitro, computacionales y ensayos bacterianos son la base de la
industria quimica y farmacéutica en el desarrollo de nuevas moléculas o
principios activos, y que tras la adecuada seleccidn, se someterdn a todas
las pruebas de eficacia y seguridad requeridas para poder comercializarse.
En estos casos la rapidez, versatilidad y bajo coste priman, permitiendo que
la actividad industrial se mantenga en términos aceptables.

Mas alld del concepto y definicion de cada una de las R, subyace en la
filosofia de las 3Rs la idea de que un trato humano en la experimentacién
animal es un prerrequisito para obtener el éxito cientifico, o como
literalmente expresaron los autores: "Los mds importantes experimentos
cientificos han sido siempre los mas humanos y los mas atractivos
estéticamente, transmitiendo ese sentido de belleza y elegancia que es la
esencia de la ciencia en su mds alto concepto."(Russel and Burch 1959)

Durante los Ultimos 45 afos, el concepto de las 3Rs se ha aplicado en leyes,
politicas, y directrices de dmbito mundial y ha sido el punto focal de varios
centros gubernamentales y universitarios. También ha sido el principio guia
del trabajo de miles de cientificos, personal de laboratorio y numerosas
organizaciones de proteccién de animales. Este principio ha sido
responsable, en parte, de las drdsticas reducciones en el uso de animales de
laboratorio que han ocurrido en el dltimo cuarto de siglo y de los cambios
significativos en las técnicas de investigacion, de ensayo y educacion en
beneficio de la ciencia y la salud publica, asi como de los animales.

Algunos de los avances mds dramdticos en los Gltimos afios se han dado en
las dreas de corrosividad ocular y cutdnea, fototoxicidad y produccion de
anticuerpos monoclonales. Otros avances menos conocidos, pero también
muy importantes, han ocurrido en la valoracion de productos bioldgicos, en
metodologias de educacion médica y veterinaria y en el manejo vy
mantenimiento de animales para fines experimentales. Quizds, uno de los
mds importantes logros, y desde luego un punto de inflexién en la historia
de las 3Rs y los ensayos con animales, fue la supresion en Diciembre de
2002 de la prueba de estimacion de la Dosis Letal 50 (DL50) de todas las
normativas gubernamentales internacionales de ensayos sobre productos
quimicos.
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No obstante y en muchos aspectos, gran parte del potencial prdctico de la
filosofia de las 3Rs todavia estd por alcanzar. El concepto de las tres Rs no
ha penetrado tanto en la universidad ni en la investigacién biomédica
aplicada, como lo ha hecho en la industria y toxicologia (p. Ej. en los ensayos
regulatorios). La ingenieria genética sobre ratones ha alterado la tendencia
global descendente del uso de animales y ain mds, la ha invertido. En las
dltimas estadisticas publicadas en Reino Unido en septiembre de 2004, y
por segundo afio consecutivo, se ha observado un incremento del 2,5% de los
animales utilizados y el factor que mds ha contribuido ha sido el aumento en
el empleo de transgénicos en la investigacion biomédica. Esta preferencia de
utilizacion de ratones como modelos de investigacién en enfermedades
humanas, todavia despierta un amplio rechazo desde algunos sectores
cientificos, particularmente después de haberse descartado algunos de los
modelos, tras mostrar enormes diferencias fisioldgicas y farmacoldgicas
con humanos.

Por otro lado, los gobiernos ain dedican pocos fondos de manera explicita
para el desarrollo e implementacién de las 3Rs. La atencidon que se le presta
a la reduccion estd muy por detrds del que se le otorga al refinamiento y al
reemplazo. La informacion acerca de los avances en refinamiento es lenta y
se difunde con dificultad entre las diferentes instituciones y paises. Los
perfiles nacionales e internacionales sobre datos recientes de utilizacién de
animales de laboratorio son tfodavia insuficientes para realizar una
planificacion racional de las prioridades de investigacion y promocién de las
tres Rs.

Finalmente, la validacion de métodos alternativos, el proceso mediante el
cual se establece la relevancia y la fiabilidad de un método para un
determinado fin, es un proceso lento, caro y causante en gran medida de los
cuellos de botella que retrasan la aplicacién de manera extensiva de gran
parte de las alternativas existentes. Los procedimientos de validacién son
de reciente desarrollo, poco mds de 10 afios. En la actualidad la comunidad
legislativa requiere que cada método sea validado mediante un proceso bien
definido (http://ecvam.jrc.cec.eu.int/index.htm) y que sélo tras superar
dicho proceso sea incorporado en la normativa legislativa. Hasta el momento
ECVAM- el Centro Europeo de Validacion de Métodos Alternativos-
dependiente del JRC- CE ha validado 13 métodos, de los cuales parte han
sido incorporados en la legislacién Europea. ICCVAM, su agencia homdloga
en Estados Unidos, ha validado sélo 2 métodos. Para que la aplicacién del
ensayo validado trascienda las barreras de la Europa comunitaria, el ensayo
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en cuestion debe ser aceptado por los miembros de la OCDE. Evidentemente
a mayor ndmero de rondas de discusién y de consulta entre los diferentes
paises miembros, mayor tiempo requerird un ensayo para que sea aplicado a
escala mundial. El proceso de validacion, verdadero talén de Aquiles en la
globalidad de aplicacion de la estrategia de las 3Rs, estd siendo revisado y
modificado en la actualidad con objeto de dotarlo de mayor flexibilidad y
agilidad. (http://ecvam.jrc.cec.eu.int/index.htm).

Esta revision en el proceso de validacion, largo tiempo demandada, dard
previsiblemente respuesta a dos acontecimientos que han relanzado el
debate sobre experimentacién animal a los primeros planos de la actualidad.
Por un lado, la futura politica de evaluacion de productos quimicos en
Europa, REACH (Registration Evaluation Autorization of Chemicals), cuyas
primeras estimaciones suponian la utilizacion de mds de 12 millones de
vertebrados en menos de 10 afios. Y por otro lado, la demanda de evaluacién
de disruptores endocrinos en Estados Unidos y Europa de la que también se
puede temer un notable incremento en el uso de animales. Estd claro que las
normativas existentes deben implementarse y actualizarse antes de
abordar una estrategia global tan ambiciosa como la EU- REACH.

El potencial que ofrecen los métodos alternativos y la adopcion de una
estrategia escalonada para la valoracion de productos quimicos podria paliar
en gran medida el uso de animales para este fin. Por ejemplo, muchas de las
metodologias normalizadas de evaluacion de productos quimicos son
innecesarias, y otras, necesitan ser actualizadas para hacer uso de métodos
mds modernos y de nuevos conocimientos, asi como para aplicar los nuevos
enfoques siguiendo las estrategias de reduccion y refinamiento.

Segln resume Combes en una reciente editorial (B. Combes, 2005) los
métodos de evaluacién de toxicoldgica podrian resultar mucho mds eficaces
simplemente del siguiente modo:

a) Acometiendo sélo aquellos estudios que sean capaces de proveer de datos
relevantes.

b) Haciendo mayor uso de estudios preliminares.

c) Aplicando algunos ensayos simultdneamente a los mismos animales sin que
por ello se comprometa su bienestar.

d) Utilizando solo un sexo cuando sea posible.

e) Eliminando test redundantes.
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Bien es cierto que la filosofia de las 3R ha penetrado de manera desigual en
los diferentes paises. Estados Unidos mantiene una actitud menos activa
que Europa en cuanto a la promocién del principio de las 3Rs. Dentro de
Europa, por regla general, los anglosajones son los que mayor conciencia y en
los que con mayor arraigo estd instaurada ésta filosofia tanto en el mundo
cientifico como en los diferentes sectores sociales. Es posible que sean
mdltiples las razones que justifiquen este fenémeno, pero sin duda una de
las mds importantes es el grado de industrializacién y bienestar social. Si
contemplamos el panorama europeo, la mayor parte de los laboratorios de
Investigacion y Desarrollo de las grandes empresas quimicas, farmacéuticas
y cosméticas se encuentran ubicados en Reino Unido, Alemania y Francia, y
ello implica que la mayor parte de experimentacién animal en términos
absolutos, fambién se realiza en estos paises. No es de extrafiar por tanto,
que el movimiento social de proteccion del animal de laboratorio esté mds
agudizado en ellos. En Espafia el panorama es bien diferente: La magnitud de
los sectores implicados en el mundo de las alternativas a los animales de
experimentacion es cualitativa y cuantitativamente menor que en Reino
unido o Alemania, por poner un ejemplo. De manera tradicional los paises
latinos gozan de costumbres socioculturales bastante peculiares en cuanto a
la implicacién del mundo animal, uniendo a esto la ya comentada menor
presencia de grandes industrias quimicas y biomédicas de I+D, hace que el
grado de concienciacion en la filosofia de las 3Rs esté todavia en menor
desarrollo. Hasta hace muy poco tiempo, incluso las estadisticas sobre el
uso de animales en experimentacién eran escasas, incompletas y poco
fiables. No obstante, la reciente publicacién del nuevo real decreto sobre
proteccién de los animales para experimentacion y otros fines cientificos
(R.R. 1201/2005) modificarad sustancialmente la situacién, estableciendo la
obligatoriedad del registro y aprobacién de todos los procedimientos que
conlleven el uso de animales y demandard de manera explicita el
cumplimiento y la promocion del principio de las 3Rs.

Aunque las posiciones extremistas, por un lado en la defensa a ultranza del
animal de laboratorio, como en el lado opuesto la de aquellos para los que los
animales no deben gozar de nhinguna consideracidn, son las que de alguna
forma establecen los mdrgenes extremos en cuanto a las necesidades y a las
expectativas, sélo aquellos que se mueven en el consenso son capaces de
hacer cambiar la situacién y avanzar en el camino de implantacion de las
3Rs.

Esa tendencia al consenso entre los sectores implicados en el mundo del
animal de experimentacién es la base sobre la que se estdn estableciendo
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las posiciones nacionales y europeas en el mundo de las alternativas a los
animales de laboratorio. La idea de aunar Industria, Academia,
Administracion y Sociedades de proteccion de animales, se ha plasmado en
Espafia en una plataforma -REMA (Red Espafiola de Métodos Alternativos a
la Experimentacién Animal, http:www.remanet.es)-que tiene como finalidad
lograr un menor y mds racional uso de los animales de experimentacidn,
integrando y coordinando las iniciativas de la Industria, la Administraciony
la Sociedad con las del Mundo Cientifico respecto a la aplicacion e
implementacion del principio de las 3Rs. De manera casi paralela se ha
establecido en Europa una plataforma de plataformas nacionales- ECOPA
(European Consensus plataform for Alternatives, http://ecopa.vub.ac.be) -
en la que REMA participa como miembro fundador y que ocupa actualmente
la vicepresidencia.

En un mundo cada vez mds globalizado, el incremento en el intercambio de
informacidn y el planteamiento de objetivos comunes que permitan alcanzar
cada vez mas logros en alternativas debe ser el hilo conductor para aquellas
sociedades comprometidas con la filosofia de las 3Rs. Sélo si se establece
una estrategia globalizada en cuanto a la aplicacién de dicha filosofia se
podrdn evitar situaciones tan paradéjicas como los anunciados cambios de
ubicacién de las instalaciones experimentales de multinacionales
farmacéuticas, cosméticas y quimicas desde paises occidentales, con una
fuerte conciencia social en cuanto a la proteccion y bienestar animal, hacia
paises orientales con criterios mucho menos estrictos.

Enlaces de interés

- Red Espafiola de Métodos Alternativos a la Experimentacién Animal
(REMA) . http://www.remanet.es

- European Consensus plataform for  Alternatives (ECOPA)
http://ecopa.vub.ac.be

- Comité Cientifico Asesor del Centro Europeo de Validacién de

Métodos Alternativos. http://ecvam.jrc.cec.eu.int/index.htm
- Russell & Burch “The Principles of the Humane Experimental Technique:
http://altweb.jhsph.edu/publications/humane_exp/het-toc.htm
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NUEVO ESCENARIO LEGISLATIVO: REAL DECRETO SOBRE
PROTECCION DE LOS ANIMALES UTILIZADOS PARA
EXPERIMENTACION Y OTROS FINES CIENTIFICOS

Pilar Leon. S. G. de Ordenacién de Explotaciones. Ministerio de Agricultura,
Pescay Alimentacion

La Union Europea publicé en 1986 la Directiva del Consejo 86/609/CEE de
24 de noviembre, relativa a la aproximacion de las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas de los Estados miembros respecto a la
proteccion de los animales utilizados para experimentacién y otros fines
cientificos. En la misma fecha se adopté la Resolucion 86/ € 331/02 en la
que los Estados miembros se comprometen a no utilizar animales en
experimentos salvo para determinados fines y desarrolla las condiciones de
utilizacién de los mismos en la ensefianza y la formacion.

Aunque Espafia ya traspuso dicha Directiva por medio del Real Decreto
223/1988, de 14 de marzo, recientemente se ha publicado una nueva
trasposicion, el Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre sobre proteccidn
de los animales utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos.

Este nuevo texto es una respuesta a las inquietudes que tanto el desarrollo
de la investigacion, como la experiencia adquirida a lo largo de los dltimos
afios, han generado en el dmbito de la utilizacion de animales para
experimentacion.

Los puntos mds novedosos en esta hueva normativa se refieren a la
obligacion de crear Comités Eticos en determinados centros, que deberan
entre otras cuestiones considerar los métodos alternativos a la utilizacién
de animales para cada uno de los procedimientos que se realicen, y a la
creacion de la Comision ética estatal de bienestar animal, que deberad
asesorar a centros usuarios, enfre otras cuestiones, sobre los métodos
alternativos y la técnicas que eviten procedimientos repetitivos o
reiterados. La Comisién Etica Estatal estard integrada, entre otros, por
representantes de diferentes Departamentos con interés en los animales de
experimentacion, de organizaciones no gubernamentales de cardcter
nacional que ftengan como uno de sus objetivos principales la defensa del
bienestar animal y de las asociaciones profesionales especializadas en los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.
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La seguridad de que para cumplir los objetivos de proteccién del bienestar
de los animales es necesaria una adecuada aptitud del personal que se
relaciona con ellos, ha llevado a una mayor regulacion de su educacién y
formacion.

En el texto que se ha publicado, se distinguen cuatro categorias
profesionales, segln su implicacién en el proyecto, denominadas A, B, Cy D,
con diferentes requerimientos en cuanto a su curriculo. Se contempla la
posibilidad de la homologacién, durante un periodo de tiempo limitado, de
esta formacion en atencion a la experiencia de los interesados en el
desempefio de las funciones propias de la categoria que se pretende
homologar-.

Finalmente se ha pretendido clarificar cuestiones que en la anterior
redaccion podian ocasionalmente resultar confusas, proporcionando
instrucciones mds concisas en cuanto a determinados requerimientos
documentales o a las condiciones de alojamiento y manejo de los animales.
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SESION 2: REDUCCION Y REFINAMIENTO

CONCEPTOS GENERALES
M?® del Carmen Ferndndez Criado. Directora del Gabinete Veterinario.
Universidad Auténoma. Madrid

De la aplicacion de los Principios de Tres ERRES referidas al uso de
animales en investigacién, reemplazo, reduccién y refinamiento, son estas
dos dltimas las que inciden de una forma directa en la actividad de un
Establecimiento y en los criterios que el personal investigador utiliza en el
momento de disefiar un experimento con animales.

REDUCCION. Disminucién del nimero de animales que se necesitan para
llevar a cabo un experimento

REFINAMIENTO: Cualquier procedimiento que disminuya la severidad del
experimento reduciendo el dolor, estrés y angustia en el animal.

¢Como se contemplan estos conceptos en la Legislacion?

Directiva europea CEE 609/86, en su predmbulo pretende garantizar la
reduccién al minimo o eliminacién del sufrimiento de los animales utilizados
en investigacion y docencia.
El R.D. 1201/2005 (BOE de 10 de Marzo), define de forma concisa su
finalidad en el Articulo 1.2. "... no se les cause dolor, sufrimiento, angustia o
lesién prolongada, evitar la duplicacion de los procedimientos y reducir al
minimo el uso de animales aplicando métodos alternativos”. En el Articulo
16, cuando trata de las "Condiciones generales de los procedimientos”, se
vuelve a priorizar el uso de métodos alternativos cuando establece la
eleccién de estos e base a:

El que use menor ndmero de animales.

El que cause menor dolor sufrimiento y angustia.

El que requiera un modelo animales con menor grado de sensibilidad

heuroldgica.
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REDUCCION
Factores determinantes para su aplicacién y que influyen en los resultados:

A) Disefio del experimento:

Métodos estadisticos que requieran menor nimero de animales y
garantice la precision estadistica.

Refinamiento en los métodos de trabajo que eviten la necesidad de
duplicar el experimento y se garantice su reproducibilidad.

Eleccion de la muestra: Estandarizacion de la poblacion de animales
Mejora de la calidad genética (OMG’s, lineas consanguineas,
congénicas, coisogénicas, mutantes...).
Animales microbiolégicamente definidos: gnotobiéticos. Infecciones
subclinicas aumentan la variabilidad en algunos resultados.
Seleccién de la muestra: uniformidad en el peso, sexo, edad,
criador/proveedor.

Factores ambientales
Instalaciones y jaulas adecuadas.
Climatizacion regulada: Temperatura, humedad, ruidos.
Control del fotoperiodo.
Nutricidn: Calidad del proveedor, composicién del pienso, calidad del
agua.
Estabulacién: Tipo de jaulas, lechos, nimero de animales por jaula,
este factor, entre otros, incide directamente en la cantidad de
alimento que un roedor puede ingerir, como en el estrés que pueden
sufrir por falta de espacio.
Personal: cuidadores de animales cualificados

B) Reutilizacion de animales

Se prohibe esta practica siempre que el bienestar de los animales se vea
alterado.

C) Uso de un mismo animal por varios grupos de investigacion
Esta es una de las prdacticas que reduce de forma significativa el uso de

animales. Es aconsejable aplicarlo con animales grandes ademds de roedores
y otras especies.
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Desde la direccién de los Animalarios se podria coordinar a estos grupos
siempre que se comuniquen las necesidades para llevar a cabo sus
procedimientos.

REFINAMIENTO

Su objetivo es mantener la homeostasis del animal, que esté en armonia
consigo mismo y con el medio, reduciendo la severidad de los
procedimientos.

La legislacién espafiola ( R.D. 1201/2005) define clara y reiteradamente
este concepto en su Articulo 16.

Aplicacion del REFINAMIENTO:

Antes del experimento:
Enriguecimiento ambiental.
Habituacidn a los equipos.
Socializacion y habituacién con la manipulacion del personal.
Minimizar las restricciones como ayunos y aislamientos.

Durante el experimento
Uso de técnicas no invasivas y que minimicen la severidad : PET,
Telemetria, RMN, Ecografia.
Técnicas adecuadas de anestesia.
Aplicacion de analgesia.
Asepsia durante el procedimiento.
Personal bien adiestrado tanto en el manejo del animal como en las
técnicas quirdrgicas o de otro tipo.

Posterior al experimento
Reconocimiento de los signos de dolor por personal cualificado
Valoracion del dolor y analgesia.
Aplicacion de los criterios de punto final.

Formacion del personal.

En la legislacién estd muy bien definido quien puede manipular los animales y
la formacion de debe tener, tanto el personal de Animalario como los
técnicos e investigadores. Este es uno de los factores mas importantes para
poder aplicar los "Principios de las Tres ERRES" y garantizar un uso racional
de los animales de laboratorio.
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USO DE TECNICAS NO INVASIVAS: ECOGRAFIA, RESONANCIA,
DOLOR Y PET.

Domingo Gargallo-Viola. GlaxoSmithKline, DDW Centre, Tres Cantos,
Madrid.

El descubrimiento de nuevos medicamentos es un proceso complejo debido
al ndmero de propiedades bioldgicas a tener en cuenta y por lo tanto al
ndmero de ensayos a realizar con los nuevos productos. La evaluacion y
caracterizacién biolégica de nuevas entidades quimicas es un elemento
fundamental, y a pesar del incremento en la utilizacion de métodos
alternativos, la utilizacion de animales sigue siendo necesaria para el avance
de las ciencias biomédicas en general y especialmente para el
descubrimiento de nuevos fdrmacos.

Los modelos animales son imprescindibles para evaluar la eficacia
terapéutica de los nuevos medicamentos en un sistema dindmico e integrado
imposible de valorar en estudios /n vitro. Asi mismo, se requieren modelos
animales para valorar los posibles efectos secundarios o toxicoldgicos de los
nuevos compuestos. Sin embargo, y asumiendo que los modelos animales son
de vital importancia en el descubrimiento de nuevos medicamentos, tenemos
que considerar las limitaciones que estos modelos presentan, debido a las
posibles y a veces marcadas diferencias (metabdlicas, farmacoldgicas,
toxicoldgicas) existentes entre los animales de experimentacion y los seres
humanos. Por lo tanto, tenemos que evaluar la informacién generada por
estos modelos e infterpretarla  cuidadosamente antes de extraer
conclusiones. Ademds de considerar las diferencias existentes entre
distintas especies de mamiferos, es importante analizar de forma critica el
valor de algunos modelos animales, utilizados por razones cuestionables,
tales como: sencillez, coste o simplemente tradicion. Estos modelos en
algunas ocasiones podrian utilizarse para descartar compuestos en etapas
tempranas del proceso de descubrimiento de nuevos medicamentos, pero
generalmente no garantizan que los resultados obtenidos con ellos sean
extrapolables a los seres humanos. Modelos en muchas ocasiones letales,
basados en el estudio de poblaciones de animales y donde el animal es
considerado mds un “reactivo bioldgico” que un “paciente”. Modelos sencillos,
baratos pero que no mimetizan la patologia humana y que ademds consumen
un ndmero elevado de animales. La evolucién hacia modelos experimentales
reproducibles, no letales, basados en individuos y ho en poblaciones y donde
el animal sea contemplado y considerado como un “paciente”, es una
necesidad y una obligacion por parte de los investigadores.
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Los modelos animales siguen siendo imprescindibles en biomedicina, pero
deben mejorarse, reduciendo drdsticamente el nimero de animales
utilizados e incorporando técnicas de evaluacién utilizadas en diagnéstico
humano, escapando de criterios como letalidad, que en muchas ocasiones
aparte de ser de fdcil ejecucién no aportan informacién concluyente para
definir el perfil terapéutico de las nuevas moléculas.

El uso de técnicas no invasivas, como la imagen: resonancia magnética
nuclear (RMN), tomografia o termografia utilizadas en humanos, estdn
jugando un papel muy importante en la experimentacién animal, utilizdndose
cada vez con mayor frecuencia. Estas técnicas nos permiten determinar y
caracterizar patologias en animales de forma parecida a como se hace en
centros hospitalarios y de esta forma correlacionar resultados obtenidos en
modelos experimentales y datos clinicos en humanos. Ademds la utilizacién
de estas técnicas reduce de forma significativa el uso de animales. Por lo
tanto estas técnicas consiguen ambos objetivos, generar informacidn
relevante sobre las propiedades terapéuticas de los nuevos compuestos y
reducir de forma sustancial el nimero de animales en experimentacion.
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DISENO EXPERIMENTAL: ESTRATEGIAS Y HERRAMIENTAS
ESTADISTICAS.

Frederic Villamayor.  Unidad de Bioestadistica. Area de Desarrollo
Preclinico. CIDF Ferrer Grupo. Barcelona.

I RESUMEN

El disefio experimental consiste en la planificacién de los estudios
cientificos, con el propdsito de asegurar que los datos que se obtengan sean
fiables y (tiles de cara a la consecucién de los objetivos del experimento, y
de acuerdo con las especificaciones del mismo (entre las que se incluye, en
caso de la experimentacién con animales, el trato ético a éstos). Los
elementos del disefio experimental a tener en cuenta son: Tipo de
experimento, definicion de la unidad experimental, métodos de
aleatorizacion, variables a analizar y su tipo de escala, utilizacion o no de
medidas repetidas, métodos de reduccion del sesgo, el andlisis estadistico a
aplicar (concretando modelo estadistico, hipétesis nula y alternativa,
pruebas y otros métodos estadisticos, famafio muestral necesario, errores
estadisticos que se estd dispuesto a asumir, ajuste de la multiplicidad de
pruebas y tratamiento de valores atipicos) y, finalmente, la presentacién de
resultados. Un correcto disefio experimental puede llevar a la reduccién del
ndmero de animales a utilizar en un experimento, si el cdlculo del tamafio
muestral necesario es un nimero menor del previsto inicialmente o que el
que tradicionalmente se haya venido usando. Un correcto disefio
experimental también lleva a un mayor refinamiento de la experimentacion
ya que, sean mds o sean menos los animales que se utilicen, nos asegurarad la
suficiente evidencia para apoyar las conclusiones, tanto en el caso de un
resultado positivo, como en el de un resultado negativo: La utilizacion de
esos animales no va a ser en balde. Jugando con las palabras del titulo, la
mejor estrategia para asegurar el 6ptimo uso de las herramientas
estadisticas serd profundizar en el conocimiento de éstas, y procurar, como
no, la consulta con un especialista. El empleo de programas de gestion de
estudios que automdticamente hacen el andlisis estadistico implica convertir
el experimento en un juego de azar.

II. Definicion de disefio experimental:

No existe una dnica definicién de lo que es el disefio experimental. Parece
que cada cual intenta encontrar una que se adecue a su particular campo de
interés. Como muestra, el resultado de una bisqueda en Google (usando las
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palabras clave DEFINE: EXPERIMENTAL DESIGN) ofrece entre otras las
siguientes:

« Un disefio de investigacion en el cual el investigador tiene control
sobre la seleccion de participantes en el estudio, y estos
participantes son asignados aleatoriamente a los grupos fratado y
control.  (Juvenile Justice Evaluation Center, Washington,
www.jrsa.org/ jjec/resources/definitions.html)

e Una rama de la estadistica que intenta perfilar la forma en que los
experimentos deben ser llevados a cabo de forma que los datos
recopilados tengan valor estadistico. (Biology Teaching Organisation,
University of Edinburgh, helios.bto.ed.ac.uk/bto/glossary/ef.htm)

o La utilizacion de métodos matemdticos y estadisticos para
seleccionar el minimo nimero de experimentos o compuestos para una
optima cobertura del descriptor o del espacio variable.
(Biopharmaceutical/Genomic  Glossary, Cambridge  Healthtech
Institute,
www.genomicglossaries.com/content/research_genomics.asp).

o El protocolo de un experimento. Involucra la asignacién de
tratamientos a las unidades experimentales. (Acronyms and Glossary
of Rice Terms, International Rice Research Institute,
www.knowledgebank.irri.org/glossary/Glossary/E.htm)

« El protocolo de un experimento, el cual especifica las condiciones del
tratamiento (variables independientes), qué es lo que se medird
(variables dependientes) y los métodos de asignacién de los sujetos a
los grupos. (Statistics
Glossary, The School of Psycology, University of St. Andrews,
psy.st-andrews.ac.uk/resources/glossary.shtml)

En vista de la variedad, y tras un esfuerzo de sintesis puede llegarse a la
siguiente definicion ad hoc, relevante por lo que hace al tema de la
experimentacion animal:

E/ disefio experimental consiste en la planificacion de los estudios
cientificos, con el propdsito de asegurar que los datos que se obtengan sean
fiables y dtiles de cara a la consecucion de los objetivos del experimento, y
de acuerdo con las especificaciones del mismo.

Es relevante, porque entre las especificaciones o condiciones en que se
quiere que se realice el experimento debe contarse el trato ético de los
animales de experimentacion y la aplicacién del principio de las tres erres.
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En lo que sigue vamos a detallar los elementos del diseiio experimental, para
acabar comentando su encaje en la filosofia de las 3 erres.

III. Elementos del disefio experimental.
Al efectuar un determinado disefio experimental deben tenerse en cuenta
los siguientes elementos que lo integran.

III.1.Tipo de experimento.
Tipo de experimento se caracteriza, de forma sucinta, mediante el nimero
de grupos experimentales y los factores que se van a estudiar, y por si los
factores se aplicaran sucesivamente sobre los mismos sujetos
experimentales o si estos se adjudicardn a grupos distintos en cada uno de
los cuales ensayarad la influencia de distintas combinaciones de factores. Es
habitual utilizar las expresiones "tipo de experimento” y “tipo de disefio
experimental” como sindnimos, aunque el disefio experimental propiamente
dicho abarca muchas mds cosas, como se verd.
El tipo de experimento determina las preguntas a las que se puede dar
respuesta con él, y viceversa, segln las respuestas que se quiera obtener
deberemos utilizar un tipo de experimento y no otro.
Por ejemplo, en el dmbito de la toxicologia experimental lo mds frecuente es
realizar un experimento en que haya un grupo control negativo y 3 grupos de
dosificacidn creciente, en ambos sexos. Este disefio en particular tiene dos
factores (sexo y dosis) y permite responder a estas tres preguntas:

1. ¢Existe una proporcionalidad dosis-respuesta?

2. ¢lLa respuesta es distinta en cada sexo?

3. ¢La relacién dosis-respuesta es distinta en cada sexo (hay
interaccion entre dosis y sexo)?

Si se realizase el experimento en un solo sexo, las dos ultimas preguntas no
podrian ser contestadas, pero si interesase que lo fuesen, el factor sexo
debe ser incluido en el estudio.
Cuando fuese posible, puede reducirse el nimero de sujetos experimentales
probando los distintos tratamientos de forma sucesiva en cada uno de ellos.
Seria el caso de los disefios cruzados. En este tipo de experimentos la
interaccion entre tratamientos sucesivos debe ser investigada.

III.2.Unidad experimental.

Es la unidad minima a la que se aplica el tfratamiento, y cuya respuesta al
mismo serd independiente puedan presentar el resto. Cada rata, ratén,
conejo, etcétera, va a ser la unidad experimental. En estudios de toxicidad
embriofetal, los fetos no constituyen unidades experimentales, pero si las
hembras que los portaban, porque los fetos pertenecientes a una misma
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camada pueden presentar respuestas relacionadas al compartir un mismo
ambiente. Si en una misma jaula se alojan diversos animales de un mismo
grupo experimental, y se efectua el control de consumo de comida, la unidad
experimental no serd cada animal individual, sino cada jaula o el grupo
completo de animales que haya en ella. En estudios /n vitro, cada pocillo de
una placa de cultivo seria una unidad experimental.

III.3. Métodos de aleatorizacion

Una de las condiciones para poder aplicar métodos de contraste de
hipétesis es que las unidades experimentales hayan sido asignadas de forma
aleatoria a los diferentes grupos. De esta manera se reparten las posibles
fuentes de sesgo iniciales, sin que ninguna pueda fener preponderancia en
algin grupo experimental concreto, si no es por azar, y podremos asumir que
las Unicas fuentes de variabilidad que vamos a encontrar serdn los factores
experimentales que se van a controlar.

Por ejemplo: Los animales llegan del centro proveedor en varias cajas de
transporte. Un procedimiento incorrecto seria asighar todos los animales de
la primera caja a un grupo experimental, todos los de la siguiente a otfro, y
asi sucesivamente. Podria ser que todos los animales de una misma caja
procediesen de unas pocas camadas, o que hubiesen estado cerca de una
fuente de calor, de frio, o de gases en el camién... No podemos asegurar que
eso no haya ocurrido. Si estos animales se asignan en bloque a un mismo
grupo experimental, y si en ese grupo se detectase un efecto, podriamos
erroneamente atribuir al tratamiento algo que en realidad ha sido causado
por un factor desconocido e incontrolado que ha afectado a esos animales.

La aleatorizacion puede efectuarse de varias maneras:

o Simple. Cada animal se asigna secuencialmente a un grupo
experimental, sin controlar otros factores. En estudios con un gran
ndmero de animales es el método mds corriente.

o Estratificada. Se controla algin factor, como el peso, para
asegurar que no haya diferencias entre los grupos formados
inicialmente. En estudios realizados con pocos animales (p. ej. en perro)
es recomendable cuando los animales de que se dispone presenten un
rango de pesos amplio (aunque sea recomendable evitar este hecho).

Un proceso formal de aleatorizaciéon no serd en principio necesario en
estudios /n vitro, dado que es perfectamente asumible la aleatoriedad de la
toma de alicuotas y su siembra en los pocillos de las placas.
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III.4. Variables a andlizar, y su tipo de escala.

Deben enumerarse todas las variables que se van analizar, asi como declarar
su condicion de variables continuas, categéricas ordinales, categoricas
nominales, o dicotomicas. Esto debe cumplirse particularmente en estudios
de toxicidad /n vivo, en que las variables que se van a analizar van a ser
muchas, dado su cardacter exploratorio y que en general no se conoce en cudl
o cudles van a ser los efectos que se van a producir.

El peso corporal, el consumo de comida, los resultados de los andlisis de
hepatologia, el recuento de células viables en un pocillo, son ejemplos de
variables de tipo continuo, que pueden tomar cualquier valor (dentro de los
fisioldgicos y del rango de deteccion y precision de los instrumentos).

Los hallazgos histopatolégicos pueden tratarse como una variable
dicotémica (presencia/ausencia). Pero también puede cuantificarse un grado
o gravedad de la lesidn, que seria una variable de tipo ordinal, que puede
tomar unos pocos valores o categorias discretas y ordenadas (ausente, leve,
moderado, grave).

La determinacién del estado de cada punto de implantacién en un estudio de
toxicidad embriofetal (feto vivo, feto muerto, reabsorcion tardia, o
reabsorcion temprana), es un ejemplo de variable nominal. En cambio, la
frecuencia relativa de fetos vivos, muertos o reabsorciones en cada camada
es una variable de tipo cuantitativo.

III.5. Medidas repetidas.

Debe definirse si habra variables que se analizardn repetidamente a lo largo
del estudio, y con qué frecuencia... Asi, p. ej., los controles de peso pueden
efectuarse semanalmente, o los andlisis hematoldgicos al inicio, a mitad y al
final del tratamiento, y ademds tras un periodo de recuperacién.

También son medidas repetidas las realizadas simultaneamente en un mismo
individuo tales como los pesos de los érganos pares (en este caso, el factor
de repeticion no es el tiempo, sino el lado corporal), o el examen
oftalmoscépico de ambos ojos. En este Ultimo caso, ademds, el andlisis
puede haber sido efectuado al inicio y al final del tratamiento, con lo que
habrd un segundo factor de medidas repetidas.

III.6. Métodos de reduccion del sesgo.

Un primer e importantisimo método de reduccién del sesgo, aplicable al
inicio del estudio, es la aleatorizacion que ya hemos comentado. No
obstante, durante la ejecucion y la evaluacién del estudio existen prdcticas
que pueden evitar la aparicion de sesgo. El sesgo, en definitiva, no es mds
que la acumulacion incontrolada de los efectos de factores que se
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desconocen en alguno de los grupos experimentales, lo cual enmascara y
falsea los resultados del estudio-

o Es importante, sobre todo en estudios largos, efectuar una
rotacion de las jaulas dentro de la sala donde estén ubicadas, o
distribuirlas de forma que cualquier factor ambiental en que pueda
establecerse un gradiente sea repartido lo mejor posible entre ftodos
los grupos experimentales y en el tiempo (iluminacion, corrientes de
aire, efc.).

o Si es posible, en procedimientos que impliquen una valoracién o
diagndstico mds o menos subjetivos por parte de una persona, ésta no
deberia conocer el grupo experimental a que pertenece la muestra que
esté evaluando: Recuento leucocitario diferencial, examen del sedimento
urinario, etc. Es lo que se conoce como evaluacion a ciegas.

o Los procedimientos que se realicen a lo largo de diferentes
dias (andlisis de sangre, necropsias,..) deben incluir animales de todos
los grupos experimentales y de todos los sexos. Ademds, a lo largo de un
mismo dia no debe procederse primero con todos los individuos de un
mismo grupo, luego otro, y asi sucesivamente, sino que deben hacerse en
un orden aleatorio de todos los individuos.

ITI.7. Andlisis estadistico:
Modelo e hipotesis.

El modelo estadistico es la asuncion que el investigador intenta confirmar
mediante un disefio experimental y las pruebas estadisticas adecuadas. El
tipo de modelo mds habitual es el lineal, en que se asume que los valores
individuales que toma una variable son cada uno igual a una media general
mds el efecto de cada los factores que se quieran considerar (nivel de dosis,
sexo, su interaccion..) mds un término de error aleatorio. Los factores
pueden ser de tipo categérico o de tipo continuo, y en este Ultimo caso se
denominan covariables. Los factores de tipo categdrico pueden ser de tipo
fijo (los niveles que toma el factor estdn completamente controlados por el
experimentador) o de tipo aleatorio (los niveles de los factores son sélo una
muestra escogida entre todos los posibles valores).
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A lo largo de los afios los programas dedicados a andlisis estadistica estdn
incrementando la cantidad de modelos que son capaces de analizar, desde un
simple disefio de 1 factor, hasta un disefio mixto con factores fijos,
factores aleatorios y medidas repetidas y un ajuste especifico de la matriz
de covarianzas de las observaciones intraindividuales. Es muy recomendable
aplicar estos modelos a nuestros disefios, pues son mucho mds potentes que
los tradicionales (que dicho sea de paso son tradicionales porque hasta
ahora no ha habido manera de disponer de otfros medios, cuando los
ordenadores personales han llegado a ser lo suficientemente potentes).
Establecido el modelo, se pasara a efectuar el contraste de hipétesis, en
que una hipétesis nula (habitualmente, la ausencia de efecto de un
determinado factor) se confrontard a una hipdtesis alternativa (que puede
tomar diversas formas). Este contraste se somete a las pruebas
estadisticas y, como resultado de ello, la hipétesis alternativa serd
rechazada o aceptada. Es importante entender que nunca una prueba
estadistica servird para demostrar la hipétesis nula.

Pruebas y otros métodos estadisticos.

Existen multitud de pruebas estadisticas para contrastar las hipétesis que
hemos mencionado. La eleccién de una u otra no es una tarea trivial y debe
hacerse antes de iniciar el protocolo. Es funcion, sobre todo, del tipo de
distribucién que se espera que sigan los datos que se van a registrar, y del
modelo estadistico que se adopte. Aunque influyen también los medios de
que se disponga.

Lo cldsico es discriminar entre métodos paramétricos y métodos no-
paramétricos. Los primeros son mds potentes, si se cumplen las condiciones
para su aplicacion.

Tamafo muestral.

El tamafio muestral que se vaya a utilizar es un pardmetro que estd en
conjuncion con otros tres: La diferencia minima que se quiera detectar
(tamafio de efecto), el balance entre los errores de tipo I y de tipo II que
se esté dispuesto a tolerar, y la variabilidad que puede esperarse que
manifiesten las variables a analizar. Ademads, variard segun el tipo de prueba
estadistica. Debe disponerse de toda esta informacién para poder efectuar
el cdlculo.

El famafio muestral necesario crece al disminuir el tamafio del efecto, o al
aumentar la variabilidad de la variable estudiada, la especificidad o la
potencia de la prueba estadistica. Y disminuye en caso contrario, cuando el
tamaio de efecto es grande, o la variabilidad, la especificidad o la potencia
requeridas son pequefias.
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Errores estadisticos.

El error de tipo I es la probabilidad de dar un efecto como significativo
cuando en realidad no lo es (falso positivo). Habitualmente, se fija en
a = .05. Es decir, que se estd dispuesto a asumir un 5% de resultados falsos
positivos. Alternativamente, la probabilidad de acertar en el diagnéstico
cuando no hay efectos reales es 1-a = .95 (la especificidad de la prueba
estadistica).

El error de tipo IT es la probabilidad de no dar un efecto como significativo
cuando en realidad si lo es (falso negativo). Habitualmente se toma § = .20.
Es decir, que se estd dispuesto a asumir u 20% de resultados falsos
negativos. Alternativamente, la probabilidad de acertar en el diagnéstico
cuando hay efectos reales es 1-p=.80 (la potencia de la prueba
estadistica).

Ajuste de la multiplicidad de comparaciones.
Cuando se planea comparar cada uno de los grupos fratados con el grupo
control se estd aumentando el riesgo de que alguna de las comparaciones sea
estadisticamente significativa sélo por azar (error de tipo I). Si
comparamos cada uno de tres grupos tratados con el control estamos
efectuando 3 pruebas estadisticas simultdneas, cada una con una
especificidad igual a:
E=1-a=1-0,05=0,95
La especificidad de la prueba mdltiple es el producto de las especificidades
de cada prueba:
E =ExExE=(-a)x(1-a)x(1-a)=(1-a)’ =0,857375
El error de tipo I de la prueba mdltiple serd por tanto:
a,=1-E, =1-(1-a)’ =0,142625 > a = 0,05
El error de tipo I que habiamos fijado y que estdbamos dispuestos a asumir
se ve sobrepasado.
De ahi la necesidad de contar con la utilizacién de pruebas estadisticas que
ajusten su resultado al hecho de que se estdn efectuando comparaciones
mdltiples.

Tratamiento de valores atipicos.

Los valores extremos pueden alterar la distribucién de la muestra de forma
que el método de andlisis que habiamos previsto sea inaplicable, ya que
aumentan la variabilidad y disminuyen la potencia de las pruebas
estadisticas. Existen diversas alternativas para manejarlos, entre las que se
que incluyen su fransformacion matemdtica para obtener una nueva
distribucién que se ajuste mejor a la normal; la utilizacién de estadisticos
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descriptivos robustos; la utilizacion de métodos estadisticos que sean
independientes de la distribucion de los datos; o, incluso, su eliminacién del
andlisis, aunque Unicamente si se encuentra una razén que los invalide para el
mismo.

Debe tenerse claro antes de empezar el estudio qué es lo que se va a hacer
con los valores atipicos.

III.8.Presentacion de resultados.

Los datos deben resumirse utilizando los estadisticos descriptivos
adecuados al tipo de variable y a su distribucion. Debe como minimo
incluirse informacidn sobre la tendencia central de la distribucién (media,
mediana, moda..) y su variabilidad (varianza, desviacién tipica, cuartiles,
rango intercuartil...).

Los datos binarios, o categodricos se representardn mediante tablas de
contingencia con sus frecuencias absolutas y relativas en cada grupo
experimental.

La supervivencia a lo largo del tiempo se representard mediante tablas de
supervivencia y su representacion grafica de Kaplan-Meier.

Al comparar los pesos u otras variables registradas a lo largo del tiempo
debe tenerse en cuenta la mortalidad, y no incluir en los cdlculos aquellos
animales muertos a lo largo del estudio o con un registro incompleto de la
serie.

A pesar de que una buena tabla de resumen de resultados da mucha
informacidn sobre el estudio, es muy importante el examen de los valores
individuales, no sélo de los valores medios. Seria irresponsable relacionar
dos efectos Unicamente porque las medias en el grupo tratado se vean
alteradas simultdneamente. Sélo podremos imputar dicha relacién si la
alteracidn coincide en los mismos animales.

La estadistica inferencial (contraste de hipdtesis) sélo deberia efectuarse
en aquellos casos en que se sospeche que existe un efecto plausible del
tratamiento. En toda prueba que se realice existe una probabilidad de
error. En el caso del error de tipo I es del 5 %, lo cual quiere decir que de
cada 20 pruebas estadisticas que realicemos en un estudio en 1 de ellas el
resultado podria ser estadisticamente significativo sin otra causa real que
el azar. Reduciendo el nimero de pruebas, pues, se podrd analizar de forma
mds eficiente la informacidn, focalizando el andlisis sélo en aquello que sea
relevante. De nada sirve reportar en un estudio una bajada
estadisticamente significativa de los niveles de AST, cuando sabemos que lo
que es indicativo de toxicidad es Unicamente un aumento de dichos niveles.
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IV. Las 3 erres y el disefio experimental.

La ejecucion de un buen disefio experimental puede influir en dos de las 3
erres.

El cdlculo del tamaiio muestral necesario para cumplir con los objetivos del
estudio puede significar una reduccién del numero de animales que
habitualmente se vienen utilizando. Ello podria ser cierto en estudios en que
se evalde una variable principal, y como mdximo unas muy pocas variables
secundarias. Pero, atencidn, que puede que nos encontremos con que el
ndmero calculado sea adn mayor. Por otro lado, los estudios exploratorios de
toxicidad general evaldan una enorme cantidad de variables, y el tamafio
muestral adecuado para analizar algunas de ellas puede ser insuficiente para
analizar otras. Y no debe olvidarse el tema del costo del estudio. En
definitiva, el criterio estadistico al final no va a ser el Unico determinante
que intervenga en la eleccion del tamafio muestral. Podria parecer que la
contribucidn a las 3 erres, por lo que respecta a la reduccidn, no seria tanta.
Pero esta podria decirse que casi inesperada laguna se ve compensada por la
contribucion de un correcto disefio experimental al refinamiento del
estudio: La garantia de que, sean mds o sean menos los animales que se
utilizardn, nos asegurard la suficiente evidencia para apoyar las
conclusiones, tanto en el caso de un resultado positivo, como en el de un
resultado negativo: La utilizacion de esos animales no va a ser en balde. Un
experimento cuyo resultado negativo se origina en un nimero insuficiente
de animales es tan poco ético como otro experimento con un resultado
positivo pero con un exceso de animales sobre los que hubiesen sido
necesarios para un mismo resultado.

V.  Disefio experimental: Estrategias y herramientas estadisticas.

Y para acabar, y jugando con el titulo de esta charla, la principal estrategia
para lograr un éptimo disefio experimental serd la utilizacion de la mejor
herramienta estadistica que existe, y que no es otra un conocimiento
adecuado de la estadistica, procurdndose si es necesario el concurso de un
especialista en trabajo conjunto con la persona que, con un conocimiento
adecuado de los posibles mecanismos bioldgicos subyacentes en los procesos
que se estén estudiando, deberd llegar a una interpretacion plausible de la
evidencia estadistica.

Desde mi trabajo he podido examinar cémo los estudios de toxicidad de
nuevos fdarmacos se sirven de una estadistica basada en lo que proporcionan
los programas de gestidn informatizada de los estudios. Estos realmente se
limitan a aplicar sobre todas y cada una de las variables unas pruebas de
contraste de hipétesis que no es que no sean las adecuadas, sino que lo que

ocurre es que se aplican de forma exhaustiva, poniendo automdticamente
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etiquetas de "significativo” o “no-significativo”. ¥ luego esa etiqueta se foma
como la prueba definitiva de que hay un efecto real, sea el que sea, incluso
aunque no pueda encontrarse en absoluto una explicacidn bioldgica de ese
efecto; incluso aunque ese efecto sea del signo contrario al que indicaria la
presencia de toxicidad; incluso olviddndose de que en tal y como se disefian
habitualmente los estudios, existe un riesgo de un 5% de que un efecto
"significativo” no sea real. O lo que es peor: La ausencia de la etiqueta se
toma como prueba de que no hay efecto, cuando la interpretacion correcta
es que no hay evidencia de que haya efecto.

Ganar apostando un nimero a la ruleta tiene una probabilidad igual a
1/36 = 0.0278, que es casi la mitad de la probabilidad de obtener un falso
positivo. Es mds fdcil obtener un falso positivo que ganar a la ruleta. Un
buen disefio experimental y una correcta utilizacion de las herramientas
estadisticas van a influir en el trato ético del animal de experimentacion,
como hemos visto, pero también en una mejor y mds segura aplicacidn
posterior del objeto de los estudios en nuestra propia especie, una
aplicacion que no se merece que la convirtamos en un juego de azar.

VI. Material adicional

= Channon, EJ y. Ashley AH. Power Calculations for General Toxicology
Studies. Drug Information Journal. 1997, 31:449-457.

» Departamento de Estadistica de la Universidad Nacional de
Colombia. Programa Universidad Virtual - Disefio experimental.
(dltima visita: 6-11-2005)
http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ciencias/2000352/index.html

» Healey GF. How to achieve standarization of statistical methods in
toxicology. Drug Information Journal. 1997, 31:395-401.

» Hothorn LA et a/ Recommendations for biostatistics of repeated
dose studies. Drug Information Journal, 1997, 31:327-334.

= Mullee MA. Web-based resources fo assist the statistical analysis
and presentation of data. Pharmaceutical Statistics. 2005; 4: 129-
139

= Russ Lenth's power and sample-size page. (Ultima visita: 6-11-2005)
http://www.stat.uiowa.edu/~rlenth/Power/
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SESION 3: UTILIZACION PRACTICA DE RECURSOS
INFORMATICOS EN LAS APLICACIONES DE LAS 3RS.

CONSULTA BIBLIOGRAFICA Y USO DE BASE DE DATOS. Guillermo
Repeﬁol'z, Eduardo de la Pefia®, Jorge L Zurita®, Angeles Jos? , Ana
del Peso', Ana M. Camedn® Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias
Forenses. Sevilla. Avda Dr Fedriani s/n; 41009 Sevilla. repetto@us.es® Area
de Toxicologia. Universidad de Sevilla® Centro de Ciencias Medioambientales.
CSIC. epena@ccma.csic.es

http://www.us.es/toxicologia/alternativas.htm

ORGANIZACION DEL TALLER PRACTICO. CURSO REMA 2005

1. Presentacién de las principales bases de datos con informacién sobre
alternativas y recomendaciones para las bisquedas

2. Realizacion prdctica de ejercicios de busqueda para conseguir la

familiarizacion con las bases de datos

Puesta en comin sobre las buisquedas realizadas

Propuestas personalizadas de localizacién de informacion

Puesta en comin de los resultados de las estrategias empleadas y

extraccion de conclusiones

ok w

LA NECESIDAD DE UTILIZAR ALTERNATIVAS A LA
EXPERIMENTACION ANIMAL

Los investigadores no sélo por razones éticas, logisticas, econdmicas y
cientificas, sino también por requerimientos legales estdn estdn obligados a
demostrar la necesidad de realizar estudios experimentales utilizando
animales. La finalidad de las normativas es asegurar la proteccion animal y,
en particular, que a los animales utilizados se les concedan los cuidados
adecuados; que no se les cause innecesariamente dolor, sufrimiento,
angustia o lesion prolongados; que se evite toda duplicacion indtil de
procedimientos, y que el ndmero de animales utilizados en los
procedimientos se reduzca al minimo, aplicando en lo posible métodos
alternativos (Dir 86/609/CE; RD 1201/2005). Como métodos alternativos se
incluyen a aquellas técnicas o estrategias experimentales que cumplen con el
«principio de las tres erres» (reduccion, refinamiento y reemplazo)
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En la practica las opciones de alternativas disponibles son las incluidas en la
tabla siguiente.

CLASIFICACION DE LOS METODOS ALTERNATIVOS.

1. Evitar la repeticion innecesaria de experimentos:
Protocolos y estudios previos: Disponibilidad de la informacion, intercambio. Flexibilidad.
Estrategias integradas

2. Modelos Matematicos de Prediccion:

Cinética ambiental

Farmaco-toxicocinética (PB-PK)

Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR)

3. Mejoras en el disefio de los estudios animales:
Reduccion: nimero de animales usados
Refinamiento: minimizacion del dolor y angustia; nuevos modelos

4. Uso de organismos inferiores no protegidos:
Bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, animales invertebrados

5. Embriones de Vertebrados:
Peces, anfibios, reptiles, pajaros, mamiferos

6. Métodos In vitro :

Organos: bafios, perfusion, cultivo, cortes, 6rganos reconstituidos
Explantes, reagregados celulares, micromasas, cocultivos

Cultivos primarios de células dispersadas

Lineas celulares / transgénicas

Sistemas libres de células

7. Otros:

Estudios en humanos: voluntarios, epidemioldgicos, vigilancia

Modelos en la ensefianza y formacion: Modelos mecanicos, sistemas audiovisuales, y
simulaciones por ordenador y de realidad virtual

(Repetto, 1999)

Ello implica que el investigador es responsable de la realizacion de
bldsquedas bibliogrdficas que demuestren que la informacién no estd ya
disponible, que no existe otro procedimiento para llevarlo a cabo sin emplear
animales y que el protocolo se ha disefiado teniendo en cuenta todos los
aspectos de proteccién animal.

Para facilitar todo ello se ha desarrollado en Buscatox un médulo sobre
alternativas a la experimentacion animal.
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http://www.us.es/toxicologia/alternativas.htm
LA LOCALIZACION DE LA INFORMACION

Lamentablemente la indexacion actual de las publicaciones en las bases de
datos no facilita la bldsqueda de alternativas. Por diversas razones, los
términos como “Animal use alternatives, reduction, refinement.." varian
segln la base de datos y sélo se estdn aplicando en una pequefia proporcién
de los estudios a los que les corresponderia, por lo que son poco Utiles para
recuperar la informacion y obliga a utilizar en las bdsquedas términos mucho
mds concretos.

e La informacidn contenida en las bases de datos estd limitada por muchas
razones como son los sesgos de publicacion, idioma, de cobertura, del
patrocinador o de disponibilidad de acceso

e Ademds, es imprescindible buscar la misma informacién en varias bases
de datos, ya que la informacién estd muy repartida

e La persona que redliza la blisqueda también aporta sus propios sesgos,
entre los que se encuentran el sesgo de soberbia, el cultural o de
tradicidn, el sesgo de la experiencia personal; el sesgo de la amistad; el
sesgo de la fama de la institucion/autor/revista; o el sesgo geogrdfico,
que favorece a paises importantes y a huestros vecinos.

e Para mejorar la efectividad, es necesario familiarizarse con la base de
datos, ya que cada una estd estructurada de forma diferente.

e Son muy Utiles los sistemas de blsqueda simultdnea en varias bases de
datos.

e Para que las blsquedas sean productivas es necesario que se realicen
sistemdticamente. Ello implica que se ejecuten siguiendo un método
explicito y reproducible, que reduzca al minimo los sesgos y que
seleccione la informacion mds relevante.

e Es preciso definir claramente qué informacidn se desea encontrar.

e Es recomendable preparar previamente una lista con los descriptores,
sindnimos o frases que mejor definan el objetivo del estudio o drea de
estudio. Puede usarse como base un protocolo o publicacién similar a la
prevista.

e No existe una terminologia universalmente aceptada sobre alternativas,
por lo que la indexacidn de los documentos no facilita su bisqueda.

e Por ello, la eleccién de los términos adecuados requiere prdctica y la
realizacién de pruebas. Es muy Gtil comenzar con palabras clave de algin
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documento de tema semejante al objetivo, o conocer los que emplee la
base de datos.
Es preciso emplear el idioma de la base de datos. En el caso del inglés,
puede ser conveniente emplear determinadas palabras en sus modismos
britdnico y americano (anaesthesia, anesthesia)
Las diferentes estrategias de ir afiadiendo o reduciendo términos
persiguen obtener un ndmero adecuado, es decir, suficiente pero no
demasiado alto que permita manejar las respuestas.
Para ello, los términos suelen combinarse entre si para reducir el ndmero
de respuestas, en ventanas adecuadas o con comandos de:

o Inclusion de ambos:y / and / +

o Inclusion de alguno: o / or

o Exclusién: no / not / -

o Frase exacta: "...."

Dado que la informacion se encuentra dispersa en diversas bases y / o
pdginas web deben seleccionarse varias de acuerdo con los siguientes
criterios:

Veracidad, es decir, fidelidad a los documentos originales
Objetividad en el tratamiento de los datos, separando la informacién de
cualquier tipo de anuncios, y si es posible, citando la fuente original
Relevancia, o interés real de la informacion que contengan
Cobertura temdtica amplia y cantidad de informacion

Actualizacién periodica

Facilidad de manejo

Autoria y responsables bien definidos: personal o corporativa
Finalidad: educacional, promocional, comercial, etc.

Audiencia potencial

Alcance geografico amplio

Deben utilizarse tres tipos de bases de datos:
o Bibliograficas (PubMed, Agricola, Altbib)
o Factuales o de datos depurados (AnimAlt-Zebet, dbAlm)
o De informacion diversa y pdginas web especializadas: (AltWeb)

El proceso de bisqueda de informacidn se realiza en las siguientes etapas:

1. Formulacion de la pregunta en forma clara, precisa y
concisa.

2. Preparacion del perfil de blsqueda, es decir, de la forma de
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plantear la pregunta combinando varios términos. Esta fase
es la mds importante

3. Seleccion de la base de datos

Realizacién de la bisqueda

5. Evaluacidn inicial de los resultados en forma cuidadosa. Para
ello comprobamos el nimero de registros encontrados. Un
nimero entre 10 y 60 puede ser (til en la mayoria de los
casos, aunque podrdn ampliarse o restringirse los resultados
segln el tipo de estudio.

6. Modificacion del perfil de blsqueda para ampliar o
restringir el nimero de resultados. Una posible estrategia,
a menos de que se esté realizando una revisién exhaustiva,
es tratar de obtener menos de 300 registros. A partir de la
lectura de los titulos se realiza una segunda seleccion de
unos 50 de ellos de los cuales se leerdn sus resdimenes, y
una tercera de unos 15 trabajos que se estudiardn
completos.

7. Archivo de los resultados satisfactorios y la estrategia de
bldsqueda.

8. Repeticidon de la bisqueda en al menos dos bases de datos

PROCESO DE BUSQUEDA DE INFORMACION

FORMULAR LA PREGUNTA

}

SELECCIONAR LA FUENTE |
DE INFORMACION

!

PREPARAR EL PERFIL DE |,
BUSQUEDA

}

REALIZAR LA BUSQUEDA

»

F

3

ARCHIVAR RESULTADOS
Y LA ESTRATEGIA
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Por lo tanto, debe realizarse una planificacion previa, y seguir una secuencia
de pasos protocolizados, que incluyen el registro de la metodologia empleada
que permita a cualquier persona, repetir la blsqueda y acceder a las mismas
referencias o articulos.

Los portales o buscadores generales o de amplio espectro pueden ser (tiles
para encontrar algunos documentos especificos, pero no son Utiles para
blsquedas generales (ej. Alternativas). Aunque no garantizan el éxito de la
blisqueda ni la objetividad de la informacidn, resultan interesantes por gran
capacidad de rastreo de archivos y pdginas por gran parte de la red. Sin
embargo estdn muy limitados ya que no revisan bases de datos especificas,
ya que que no tienen acceso a su informacién. Por lo tanto encontrardn
documentos concretos, pero no informacién depurada.

ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA DE ALTERNATIVAS

Deben emplearse siempre varias bases de datos. La seleccion de enlaces
recomendados se ha realizado atendiendo a criterios personales, y sobre
todo escogiendo sdlo las direcciones mds valiosas. Por lo tanto no se ha
perseguido una revisién exhaustiva, sino Gtil.

Deben revisarse al menos los documentos de los ultimos 5-10 afios.

Deben anotarse las bases de datos utilizadas, el intervalo de tiempo que
cubren, los descriptores de la blisqueda, la fecha y el resultado obtenido.

Para la bisqueda de Alternativas en la ensefianza y entrenamiento debe
pasarse directamente a su apartado correspondiente.

Para investigaciones toxicoldgicas, de seguridad quimica o de estudios con
finalidad reguladora, se accede en primer lugar al apartado de Toxicologia

Se sugiere una estrategia de busqueda de alternativas, aunque existen
otras muchas posibles.

1 Alternativas y Reemplazo

1.1.- Aseglrate de que la informacion que pudieras obtener en tu
estudio no ha sido ya conseguida
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Para ello consulta varias bases de datos bibliogrdficas generales (PubMed,
Agricola, etc) y bases de datos especificas de tu especialidad. (Ademds de
Pubmed debieran usarse, siempre que sea posible, Embase, Biosis y Science
Citation Index)

Si encuentras estudios que utilicen metodologias similares a las que
pretendes emplear, anota las palabras clave que los describen.

1.2.- Busqueda de alternativas a la experimentacion animal:

En las bases de datos generales incluye términos que definan el objetivo
bdsico del estudio, no la metodologia que pretendes usar Ej: efectos E. coli
higado

Una vez que obtengas resultados, restringe la buisqueda a posibles modelos
alternativos. Lamentablemente los descriptores como “alternatives” no son
demasiado Utiles, pero conviene probarlos. Otras opciones son:

alternative

animal testing alternatives
animal use alternatives
Reduce

Refine

Replace

Vitro

Intenta sobre todo localizar posibilidades de sustitucion o reemplazo
anadiendo (AND) algun/os términos relacionados con la sustitucion, usando
entre ellos OR. Ej: coli AND liver AND (vitro OR cell line OR hepatocyte)

REPLACEMENT In vitro systems:
assay

Computers efc. cadaver

artificial intelligence cell

computer cell line

aided/assisted instruction/learning cellular

education culture

image cytosolic fraction

imaging dermal equivalent

interactive embryo

model (modellinag) exblant
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Si no encuentras ninguna alternativa vdlida de sustitucidn, revisa cuales son
los modelos animales ya utilizados por otros investigadores con similar
finalidad y pasa al punto siguiente

2 Bidsqueda de alternativas de reduccion y refinamiento

Si no hay otfra opcién que el empleo de animales, debes actualizar el
protocolo experimental teniendo en cuenta los dltimos avances cientifico-
técnicos en disefio experimental, para reducir el ndmero de animales en lo
posible y evitar estrés y dolor.
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La blsqueda en bases de datos generales de algunas publicaciones recientes
con un protocolo similar puede ser muy dtil. La ayuda de un experto en
proteccion y experimentacién animal es muy recomendable.

Sin embargo ello debiera complementarse con la revisién de cada una de las
etapas del procedimiento teniendo en cuenta los objetivos precisos del
mismo, sobre todo revisando bases de datos especificas de reduccién y
refinamiento que ayuden en:

- Seleccidn de la especie animal

- Modelos de enfermedades

- Disefio experimental: Estimacion del ndmero minimo de animales en
cada grupo experimental y del nimero adecuado de grupos
experimentales que asegure la validez estadistica

- Métodos de administracién y de toma de muestras

- Observacion y programas de ordenador

- Indicadores de conducta, efecto e indicadores humanitarios
- Dolor y métodos de analgesia y anestesia

- Método de sacrificio

- Tratamiento de los datos y estudio estadistico

- Condiciones generales (alojamiento, manejo, etc)
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3 Alternativas en estudios toxicologicos o de finalidad reguladora

Si se trata de un estudio regulado, serd obligatorio el seguimiento de un
procedimiento estandarizado aceptado por las autoridades. Pero incluso
aunque se trate de una investigacién bdsica, es muy conveniente comprobar
si existe alguna directriz que sea Util o adaptable para el objetivo
propuesto.

Si no estd disponible un protocolo especifico, debemos comenzar desde el
principio revisando las bases de datos generales.

4 Alternativas en la ensefianza y entrenamiento

Existen muy completas bases de datos especificas que recogen numerosas
posibilidades en la ensefianza y entrenamiento de diferentes disciplinas sin
precisar del empleo de animales. Ademds podemos investigar en bases de
datos bibliogrdficas. También existen sistemas dirigidos a mejorar la
preparacion de las personas que manejan animales de experimentacidn.

education, training, feach*, instruct™
mannequin or manikin

simulat™

video

virtual (surgery, reality)
cadaver
software, computer

5 Otras
Muy diversas instituciones proporcionan informacién sobre alternativas

6 Foros Cientificos de Discusion sobre alternativas y empleo de animales

Si no encontramos hada (til, podemos solicitar la ayuda de un experto, bien
directamente o en foros de debate. Los profesionales afines interaccionan
entre siy debaten en diversos foros de Internet, como son

3Erres- Foro de Alternativas a la Experimentacion animal
http://www.rediris.es/list/info/3erres.es.html
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SECAL-L: Foro de la Sociedad Espafiola para las Ciencias del animal de
Laboratorio http://www.secal.es/

Toxicol- Foro de Toxicologia http://www.rediris.es/list/info/toxicol.html
Farmacol- Foro de Farmacologia
http://www.rediris.es/list/info/farmacol.es.html

COMPMED Comparative  Medicine Discussion List: mensaje a
listserv@listserv.aalas.org y en el cuerpo: subscribe COMPMED Nombre
Apellido

IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee ) Forum
http://www.iacuc.org
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PRINCIPALES BASES DE DATOS SOBRE ALTERNATIVAS

Natlonal Article Citation Database

Agricultural Library

« Base de datos bibliografica AGRICultural OnLine Acct
Biblioteca Nacional de Agricultura Norteamericana (NAL)#S
incluye desde 1970 citas de literatura sobre agricultura; ™
veterinaria, entomologia, plantas, acuacultura, pesca,
ganaderia, alimentos, nufricion y ciencias
medioambientales.

Mucho mas amplia que Medline y otras bases de datos en
las ciencias del animal de laboratorio.

Prestar atencion a los operadores

Terminos indexados: Animal Testing Alternatives, Animal
Use Alternatives, Animal Use Reduction, Animal Use
Refinement y Animal Use Replacement.
http://agricola.nal.usda.gov/

A National B3 |
3 Library
of Medicine _

* Servicio gratuito de la Biblioteca Nacional
Medicina Norteamericana que incluye mas d
millones de citas de articulos biomedicos:
(Medicina, Enfermeria, Odontologia, Veterinaria'y‘.,
otras ciencias preclinicas) publicados desde 1950,
y extraidas de MEDLINE (4800 revistas
biomédicas), OLDMEDLINE (2 millones de citas de

articulos sin resiumenes) y de otras diversas
revistas cientificas. Enlaza con paginas que
venden los textos completos.

Términos indexados: Animal Testing Alternatives y

Animal Use Alternatives
http://'www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed
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Experimentacion Animal en Biomedicina y campos
relacionados del Instituto Aleman de Documentacion e
Informacion Meéedica

Unos 120 documentos con revisiones muy bien
documentadas

Permite ademas la busqueda simultanea en varias
bases de datos como XMEDALL, XPHARMALL,
XTOXLITALL, XVET

http://iwww.bfr.bund.de/cd/1508
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Altweb- Alternativas al Ensayo Animal, en la Web, del
Johns Hopkins Center For Alternatives To Animal Testing.
Pretende ser un repositorio de documentos.
Sus apartados mas interesantes 'son las noticias y dos
bases de datos especificas
Busqueda de Alternativas

http://altweb.jhsph.edu/searchalt.htm

La '‘Base de Datos de Manejo del dolor (Pain

Management) informa sobre los metodos de anestesia y
analgesia en animales de experimentacion y sus efectos
adversos

http://www.altwebsearch.org/aadb/aadb_search.cfm

La Base de Datos sobre Indicadores Humanitarios
(Humane Endpoints/Eutanasia) ayuda a decidir cuando debe
finalizarnse: Un experimento o aplicar tratamiento para evitar
dolor o malestar Wi .. -’
http://appsiljhsph .edu.'af'lgﬂ.pbf hﬁ*a"nefsearchj=. cfm v 'f {
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Toxicologia: UE |

dbAIml V77ox

dabase on Atemative methods

* dbALM- Base de datos del ECVAN tror
Europeo para la Validacion de Metodos
Alternativos. Incluye documentos
resumidos con informacion sobre los
procedimientos en proceso de validacion
y aceptacion, asi como sobre modelos
QSAR.

* Incluye ademas la base de protocolos
INVITTOX.

* http://lecvam.jrc.it/index.htm

ALTBIB

Bibliography on Alternatives to Animal Tesl:it"l'

* Bibliografia sobre Alternativas al Uso
Vertebrados Vivos en Investigacion Biomedicary
Ensayo, seleccionada a través de busquedas-ens
MEDLARS por expertos del Toxicology and™
Environmental Health Information Program (TEHIP))
del Specialized Information Services Division (SIS)
de la National Library of Medicine (NLM).

También busca directamente en Pubmed

Live PubMed Searches: Muy interesantes
selecciones al dia sobre las diferentes areas de
evaluacion toxicoloégica

http://toxnet.nim.nih.gov/altbib.html
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.=

Laboratory Etnimnals

. - . ANIMAL WELFARE INSTITUTE S8
e AWI online:

* Refinamiento
Enriquecimiento Ambiental
para todos los animales de
laboratorio. Bases de datos
del Instituto para i
Bienestar Animal US

http://www.awionline.org/lab animals/biblio/laball.htm

Refinamiento: mejora en el bienestar animal y control de parametros
que incrementen la variabilidad

Enriquecimiento ambiental: uso de estimulos que promuevan la
expresion de conductas apropiadas de cada especie y actividades
mentales

LAR c© *

Institute for Laboratory Animal

iome Current Projects Animal Models & Strains Books & Reports * ILAR Journal * Lab Co

hitp://dels nas.edwilar_n/Marhomefsearch_amsst.shtml
Animal Models & Strains
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Toxmologla. Protocolos UE

Textos completos gratuitos de los .

procedimientos oficiales de ensayo utilizadoss=s

en la evaluacion toxicologica de compuestos ==

quimicos en la Unién Europea 2
* http:/lecb.jrc.it/testing-methods/

* O en documentacion adjuntada en espanol

Testing Methods

HOME DOCUMENTS ANNEX V

ﬁf%ﬁi‘iﬁ?&:‘.@, The Testing Methods work area provides support for

Biocid chemical substances in the European Union, in close (

w Institutional Support, Competitive Research & Supporf]
Existing Contact Person - Head of Sector: Juan Riego-Sintes

Toxicologia: Protocolos OCDE

* Listado de los procedlmlentos ofmla'es E
de ensayo utilizados en al evaluacion =
toxicologica de compuestos quimicos ens
la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmico. Pueden adquirirse:
los protocolos

http://www.oecd.org/document/22/0,2340,
en_2649 34377 1916054 1 1 1 1,00.html

E:hemicals Testing: OECD Guidelines for the Testing of Chemicals -
Sections 1-5
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SESION 4: REEMPLAZO

METODOS ALTERNATIVOS: Estrategia experimental: conceptos
generales.
Jose Vicente Castell y M® José Gomez Lechon. Hospital La Fe Valencia

La importancia que los modelos animales han tenido hasta el presente en el
avance de la investigacién bioldgica, médica y veterinaria, es indiscutible.
Sin embargo a lo largo de los afios, tanto la sociedad como la comunidad
cientifica se han sensibilizado sobre el uso racional del animal de
laboratorio. El dmbito de utilizacion es amplio : investigacién bdsica,
biomédica y biotecnoldgica, en la industria farmacéutica, cosmética y
quimica, estudios de impacto medioambiental y finalmente en la ensefianza.
La opinion publica solicita la mdxima garantia de todos los productos de
consumo, pero a su vez exige que se reduzca la experimentacion animal para
evaluar la seguridad de dichos productos. Sobre la base de estas
consideraciones surgio la necesidad de definir, crear y desarrollar métodos
alternativos al uso de animales de laboratorio. La palabra alternativa no
estd especificamente definida en el mundo de la experimentacién animal, sin
embargo, ha sido necesario que los investigadores comprendan su
significado en dicho dmbito. La definicién cominmente aceptada es la de
métodos o sistemas bioldgicos, que, sin utilizar directamente seres vivos,
son capaces de proporcionar una informacién cientifica equivalente y/o
complementaria a la de aquellos. Asi pues se consideran técnicas
alternativas aquellos métodos o modelos que: 1) incorporan un refinamiento
de los procedimientos, de modo que disminuyen el dolor o malestar de los
animales, o bien aumentan su bienestar, 2) permiten una reduccion en el
ndmero de animales para obtener la misma cantidad y calidad de
informacion, y 3) facilitan el reemplazo del uso de animales por sistemas
que no requieren seres vivos, o bien emplean otras especies animales que
sean inferiores en la escala filogenética animal.

ey

Research and development
Fundamental research
Education and training
Diagnosis

Toxicology and safety testing
Quality control

Others

Principio de las 3Rs
Russell WMS y Burch RL (1959)

Replacement alternatives
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Debido que los tres objetivos a alcanzar con los métodos alternativos
empiezan con la misma consonante, se les denoming las 3 Rs.

LAS 3 ERRES

Russell WMS y Burch RL (1959)

Desarrollo de modelos alternativos para:

I Reemplazar a los animales

{ Reducir el nimero de animales

1 Refinar los métodos utilizados

No se conoce con precision el origen de las 3 Rs pero el concepto se discutio
en publico por primera vez durante una reunién cientifica organizada por la
Universities Federation for Animal Welfare (UFAW) en 1957. Debido al
interés suscitado por este asunto, pidieron a los cientificos W.M. Russell y
R.L. Burch que se encargaran de su desarrollo bajo el patrocinio de
organizacion estadounidense Animal Welfare Institute center (AWIC).
Escribieron el magnifico libro The principles of humane experimental
technigue, publicada en 1959, que por desgracia solo tuvo una escasa
repercusion en su momento, y fue en 1992 al publicarse una segunda edicion
cuando sus teorias sobre el uso racional del animal de laboratorio
produjeron un gran impacto.

Art. 7.2: ".. un determinado experimento no se realizaréd en
animales, si existe otro método disponible que sea razonable,
realizable y cientificamente satisfactorio para obtener los
mismos resultados y que no requiera el uso de animales...”

Art. 7.3: ".... se seleccionaréd la especie y s utilizard el
minimo ndmero de animales y aquel procedimiento que produzca
el minimo y menos prolongado dolor y sufrimiento..."

Replacement Refinement Parlamento Eur‘opeo
(Directiva 86/609/CEE)
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Por su propia nhaturaleza los modelos 7 vitro son una simplificacion de una
realidad mucho mds compleja que es el ser vivo, y por ello la informacion
que son capaces de proporcionar es en ocasiones parcial. En estos casos
deberiamos hablar de modelos complementarios a la experimentacién animal.
Sin embargo, los modelos /n vitro tienen ciertas ventajas intrinsecas, dado
que se necesitan cantidades muy pequefias del compuesto lo que permite
realizar diferentes tipos de estudios durante las etapas muy precoces
del desarrollo de nuevas moléculas. En el caso de agentes quimicos es
posible clasificarlos y etiquetarlos de acuerdo a su potencial toxicidad para
el hombre o los animales, o su impacto medioambiental. La biocompatilbilidad
de nuevos materiales desarrollados para prétesis, implantes u drganos
artificiales fambién puede ser analizada utilizando modelos 7 vitro.

Los estudios toxicoldgicos que se llevan a cabo durante el desarrollo de
un nuevo medicamento, producto cosmético, agente quimico,
biomaterial, etc. se realiza en animales de experimentacion con el dnimo de
detectar aquellos compuestos, o dosis, potencialmente toxicas para el
hombre. La toxicologia /n vitro es una aproximacién nueva a este tipo de
estudios. La extrapolacion de los resultados experimentales observados
in vitro a in vivo es, sin lugar a dudas, el aspecto crucial en la
utilizacion de los modelos /n vitro y que obliga a analizar con suma
cautela los resultados obtenidos. Con todo ello, para el investigador, hoy en
dia, los modelos /n vitro representan una herramienta extraordinariamente
atil para anticipar la probabilidad de efectos adversos o ho deseados de
nuevos fdrmacos, de sus posibles interacciones con otros medicamentos,
etc. dada su simplicidad, disponibilidad, bajo coste y el fdcil control de
mdltiples factores y variables.

Estrategia para evaluar la toxicidad de xenobidticos /n vitro.

La evaluacién de la toxicidad /n vitro requiere de una estrategia cuidadosa,
que incluye varios factores a tener en cuenta para que la informacién
obtenida pueda ser predictiva de la toxicidad /n vivo: 1) Uso de un sistema
biologico adecuado (cultivos primarios, co-cultivos, lineas celulares, células
manipuladas genéticamente, cultivos organotipicos); 2) Seleccion de los
pardmetros para evaluar los efectos téxicos; 3) Extrapolacion de los datos
obtenidos /n vitroa in vivo.
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Tipos celulares Estudios sobre los
tejidos/éorganos diana

Células hepéticas

Sistema nervioso Biotransformacion.
Musculo liso y

estriado Efe ctos beneficiosos o
Células de la piel toéxicos a nivel celular o
Rifién mole cular sobre funciones
Pancreas celulares especificas.
HLTED Biocom patibilidad.
Células oculares

Células vasculares Irritacion/corrosividad.

Células éseas
Células sanguineas

Intestino Carcinogé nesis/mutagé nesis.
Otros tejidos

Accién farm acologica.

Cultivo Primario de células de diferentes
tejidoshumanos y de especies animales

Los estudios que se realizan para evaluar /n vitro la potencial toxicidad de
un compuesto entran en 4 categorias: 1) Tests de citotoxicidad general,
destinados a evaluar efectos sobre funciones vitales de las células, para
los cuales las lineas celulares de distintos tejidos y de diferentes especies
existentes comercialmente constituyen un modelo celular adecuado; 2)
Test dirigidos a la deteccion de toxicidad organo-especifica, es decir el
efecto de los xenobidticos sobre funciones especificas del dicho 6rgano
diana y en este caso la utilizacién de cultivos primarios de células
diferenciadas del 6rgano diana es el modelo apropiado; 3) Estudio del/
metabolismo del compuesto utilizando cultivos de hepatocitos, y el posterior
andlisis del perfil de metabolitos; y finalmente 4) Mecanismos de toxicidad
que subyacen a los efectos téxicos observados.

EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA IN VITRO

Féarmacos
Xenobiéticos

Higado humano

l VIABILIDAD
24-72h

P  S—

&

T 3 HepaTocITOS FUNCIONES
EN CULTIVO BIOQUIMICAS

De todos los xenobidticos con los que el hombre toma contacto a lo largo de
su vida, no cabe duda de que los medicamentos son los de mayor importancia
y cuya seguridad, que depende del balance del riesgo téxico y del
beneficio terapéutico, es analizada de forma muy cuidadosa. Sin embargo,
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diferencias en el metabolismo, o susceptibilidad del ser humano en
comparacion con la especie animal utilizada en los ensayos preclinicos,
suele ser la causa mds frecuente del fracaso en el desarrollo de un nuevo
fdrmaco. En este sentido, los modelos celulares /s vitro derivados de células
humanas estdn llamados a desempefiar un papel clave, puente entre los
ensayos en animales y en humanos, permitiendo una investigacién mds
directa de los efectos potenciales del nuevo compuesto sobre el
destinatario final: el hombre.

Asi pues, es evidente que la extrapolacion de los resultados
experimentales observados /n vitro a in vivoes, sin lugar a dudas, el
aspecto crucial en la utilizacion de los modelos celulares, y su valor
predictivo depende de un andlisis muy cuidadoso de la informacién obtenida
in vitro. Los modelos /n vitro proporcionan una informacién clara
cuando de lo que se trata es de decidir cual entre una familia de
compuestos es el menos toxico en términos de concentracidn, o siun
compuesto es mds o menos téxico que otro. En cualquier caso, el grado de
aproximacion y por lo tanto la probabilidad de que un fdrmaco sea téxico
in vivo estd en funcion de la calidad de los resultados obtenidos y de una
correcta interpretacion. Es decir, de la sensibilidad del modelo (células
animales versus células humanas), de la farmacocinética del compuesto, de
la relevancia y de la reversibilidad del efecto observado.

Test para estudios de toxicidad

El ensayo de toxicidad, labor bdsica durante el desarrollo de todo nuevo
compuesto, tiene un doble objetivo: eliminar aquellos manifiestamente
téxicos, y detectar posibles efectos secundarios antes de su contacto
con el hombre o su uso clinico. El punto de partida consiste en determinar
la mdxima concentracion de un compuesto compatible con la supervivencia
de las células. A continuacion deberd investigarse los posibles efectos de
concentraciones sub-citotoxicas del compuesto en estudio sobre funciones
bioquimicas especificas de las células del érgano diana en cultivo primario
(hepatocitos, neuronas, células endoteliales, células renales, etc). Con la
evaluacién conjunta de estos indicadores bioquimicos se pretende
conseguir una visién general y amplia del grado y nivel de interferencia
que produce un xenobiotico en el metabolismo de las células del drgano
diana.

REMA: I Curso Taller de Reduccion, Refinamiento y Reemplazo de Animales en Investigacion 47
Desarrollo y Docencia. Madrid 23 Noviembre 2005.



Disefio experimental
para evaluar la toxicidad /n vitro

Evaluacion de los pardmetros adecuados
para estudiar los efectos toxicos

Estudios de citotoxicidad general: Efectos sobre
funciones vitales de la células.
Ensayos de viabilidad celular
(MTT, RN, LDH, GOT, GPT, ATP, etc)
Determinar la mdxima concentracién no téxica
(MCNT), Y las ICIO e IC50

Toxicidad o6rgano-especifica: Efectos sobre funciones
diferenciadas de las células del érgano diana.
Evaluacién de funciones diferenciadas a
concentraciones sub-citotéxicas

Mecanismos moleculares de toxicidad

Secuencia de eventos y marcadores de muerte celular
por apoptosis y necrosis.

Indicadores pre-letales del estrés celular

* Deplecion de glutation

* Transduccion de sefial del estrés pre-apoptdtico/necrotico (ejm: nrf-2, AP-1, translocacion del
factor detranscripcion NF-«kB)

* Adaptaciones celulares (ejm: enzimas antioxidantes, hiperpolarizacién de la membrana

mitocondrial, biogénesis mitocondrial)

* Alteraciones de ATP y homeostasis del calcio

* Alteraciones de la funcionalidad celular (ejm: proliferacion, autofagocitosis de organulos
intracelulares irregulares)

Muerte celular por apoptosisy activacion de caspasas

* Fragmentacion y abultamiento de las mitocondrias

* Disgregacion del citoesqueleto y digitaciones de la membrana plasmética

* Fragmentacion de ADN por endonucleasas y condensacion de la cromatina
* Localizacion de fosfatidilserinas en la superficie celular

Muerte celular por necrosis
* Abultamiento de las célulasy de los organulos subcelulares
* Lisis celular con liberacion de enzimas intracelulares (ejm: lactato deshidrogenasa (LDH)

Xu JJy col. Chemico-Biological Interactions (2004) 150:115-128

Toxicidad como consecuencia del metabolismo de los xenobidticos.

El higado es el érgano que posee la mayor capacidad biotransformadora del
organismo. Por ello desempefia un papel clave en el metabolismo de los
xenobiéticos mediante el conjunto de reacciones enzimdticas destinadas a
aumentar la solubilidad de los xenobidticos (Fase I: reacciones de
oxidacion, reduccion e hidrélisis) y a facilitar su eliminacidn, globalmente
(Fase IT: conjugacién con moléculas enddgenos polares) conocidas como
biotransformacién. Las reacciones de biotransformacién no siempre
conllevan un proceso de detoxificacion, ya que en ocasiones dan lugar a
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especies reactivas de oxigeno y/o a metabolitos intermediarios, que pueden
ser incluso mas téxicos que el compuesto original. Asi pues, el metabolismo
de un compuesto y la generacion de  metabolitos reactivos como
consecuencia de ¢l puede ser precisamente la causa de su toxicidad para el
organismo.

Por lo general el dafio producido por xenobiéticos conduce a un tipo de
muerte celular conocido como necrosis, que es precedida por una alteracion
drdstica de la homeostasis celular, y acompafiada de cambios en la
morfologia de las organelas citopldsmicas, aumento del volumen celular,
ruptura de la membrana plasmdtica y salida de componentes citosélicos al
espacio extracelular, y un proceso inflamatorio en las dreas circundantes.

El otro tfipo de muerte celular, apoptosis, se caracteriza por una
condensacién progresiva de la cromatina nuclear, colapso celular con pérdida
de contacto entre células vecinas, y ruptura de la célula con la formacién de
vesiculas acidofilas conocidas como cuerpos apoptéticos. Hay cada vez mds
evidencias que muestran que la mayoria de los compuestos capaces de
producir necrosis de los hepatocitos, pueden también iniciar un proceso
apoptético. De hecho, hay pocas evidencias de que la necrosis inducida por
fdrmacos en el higado ocurra en total ausencia de apoptosis.

Bioactivacion

Detoxificacion

Metabolito no Conjugacién Metabolito
reactivo, |~ reactivo
Menos toxico

l -
Eliminacidn — 2 'l
Peroxidacion Cznotoicidac
lipidos Mrfacionzs

| APOPTOSIS || NECROSIS |

Mecanismos moleculares generales en la hepatotoxicidad mediada por
fdrmacos.

Dado que entre el hombre y los animales existen diferencias
significativas en cuanto al modo de metabolizar los xenobidticos, los
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resultados obtenidos con animales de laboratorio, ain siendo de gran valor
en la evaluacién del riesgo toxico, no son siempre extrapolables en un 100%
al hombre. La literatura médica estd llena de ejemplos de efectos
toxicos, por el uso de fdrmacos considerados como seguros en los test
rutinarios con animales. Por tanto, antes de la administracion de un
medicamento seria importante disponer de la mdxima informacion posible
sobre el metabolismo que sufre durante su trdnsito por el organismo, con
objeto de poder valorar las consecuencias (farmacocinéticas,
farmacodindmicas, toxicoldgicas) derivadas del mismo. En este sentido, los
hepatocitos humanos en cultivo primario constituyen el modelo idéneo, mas
préximo al hombre para poder anticipar el metabolismo de un determinado
compuesto en el ser humano. Ello es de gran ayuda para poder elegir la
especie animal que se va a comportar frente a ese compuesto de forma
mas proxima al hombre, y en consecuencia realizar en ella los estudios de
toxicidad y metabolismo, tanto /n vitro como in vivo.

El objetivo principal de los estudios de metabolizacién de fdrmacos es
conocer el patron de metabolizacion (metabolitos mayoritarios, metabolitos
téxicos, velocidad y grado de metabolizacion, pardmetros cinéticos). No
obstante, el andlisis de los factores que pudieran influir sobre el
metabolismo resulta también un objetivo a destacar. En este sentido es
importante el estudio de posibles interacciones medicamentosas
(induccion/inhibicién), o de la variabilidad entre diferentes grupos de
poblacion (polimorfismo, patologias, edad) e incluso, profundizando un poco
mds en el estudio del metabolismo de un fdrmaco en particular, puede
establecerse como objetivo la identificacion de las enzimas (CYPs)
implicadas de forma especifica en su metabolizacion. Estos estudios que se
pueden abordar utilizando diferentes modelos experimentales in vivo
(estudios clinicos, animales), con dificultad y/o elevado costo econdmico,
pueden también realizarse /n vitro (6rgano aislado, slices, células aisladas o
en cultivo, sistemas celulares manipulados genéticamente capaces de
expresar un transgen de interés, tal es el caso de los CYPs, fracciones
subcelulares, enzimas purificadas, simulacion por ordenador) con gran
facilidad, teniendo en cuenta de que cada uno de ellos presenta una serie de
caracteristicas particulares y permite obtener un determinado nivel de
informacion.

Para el investigador, hoy en dia, los modelos 7/ vitro representan la mejor
herramienta para abordar los estudios cinéticos, mecanisticos y de
regulacion de la biotransformacién de xenobidticos, dada su simplicidad,
disponibilidad, bajo coste y el fdcil control de mdltiples factores y
variables.
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¢Que informacion pueden aportar los modelos celulares en estudios
toxicoldgicos preclinicos?

Los modelos celulares constituyen una alternativa capaz de reemplazar a los
animales para determinados estudios del desarrollo pre-clinico, o de
complementar los estudios realizados con éstos. En cualquier caso, su
utilizacion contribuye sin lugar a dudas a mejorar el disefio de los estudios
pre-clinicos, a aumentar la seguridad en la futura administracién del
fdrmaco en las fases clinicas, y son de gran ayuda para la foma de
decisiones durante el desarrollo, hasta el punto de detenerlo, si los
estudios asi lo aconsejaran, con el ahorro en tiempo y costo econdmico que
ello puede representar en el la inversién global que requiere llevar a término
el desarrollo de un nuevo fdrmaco.

Son varios los modelos celulares de los que se dispone, y debe realizarse
una eleccion adecuada del tejido y la especie, asi como un disefio
experimental correcto para responder a cada una de las preguntas durante
el desarrollo de un fdrmaco. Es evidente que la extrapolacion in vivo de los
resultados experimentales observados /n vitro es, sin lugar a dudas,
el aspecto crucial en la utilizacién de los modelos celulares. Su valor
predictivo, en la evaluacién del riesgo de toxicidad para el hombre de
nuevas moléculas, depende de un andlisis muy cuidadoso de la informacion
obtenida /n vitro 'y de su correcta elaboracion e interpretacion. En lineas
generales, se pueden enumerar varios aspectos en los que la contribucién
de los estudios /n vitro pueden ser clave:

a) Clasificar y ordenar un grupo de moléculas candidatas potenciales
para desarrollo en funcion de su toxicidad molar. Ello permite
identificar los candidatos mds seguros, es decir, seleccionar de un
grupo de aquéllas moléculas farmacoldgicamente activas y que a su
vez manifiesten menor toxicidad.

b)  Investigar los efectos de las moléculas sobre  funciones
bioquimicas especificas del drgano diana y sobre mecanismos
moleculares responsables de la toxicidad: efectos a nivel del
genoma (gendmica), de la expresién proteica (protedmica), sobre la
sintesis de  metabolitos enddgenos (metabolomica), y sobre
funciones bioquimicas o estructuras especificas del 6rgano diana
(citémica), asi como los mecanismos moleculares responsables de
la toxicidad.
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d)

f)

9)

h)

Nuevas tecnologias OMICAS para
el estudio de nuevos farmacos

Gendmica

!! 3

Metaboldmica y

Citomica R

#as

Respuesta celular [ [ b
Efecto

Accion externa

Estimar /n vitro la mdxima concentracion no téxica de una molécula
dada. Se puede estimar el riesgo y la toxicidad potencial in vivo, en
caso de que la molécula tomara contacto con las células diana a
concentraciones superiores a la mdxima concentracién no toxica.

Estudiar y predecir en humanos el metabolismo de nuevos fdrmacos
(metabolitos mayoritarios, metabolitos téxicos, velocidad y grado de
metabolizacidn, pardmetros cinéticos).

Identificar en humanos la(s) isoenzima(s) del citocromo P450
implicadas de forma especifica en el metabolismo de una molécula
dada, asi como identificar las isoformas del P450 implicadas en la
produccién de cada uno de los metabolitos.

Analizar factores que pudieran influir sobre el metabolismo: el
estudio de posibles interacciones medicamentosas y el potencial
efecto induccion/inhibiciéon del fdrmaco sobre las isoenzimas del
citocromo P450.

Ayudar a elegir la especie animal que se comporta de forma mds
parecida al hombre, desde el punto de vista del metabolismo, frente
a un compuesto determinado para realizar estudios toxicoldgicos.

Es posible simular experimentalmente situaciones dificiles de
analizar en modelos animales.
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REEMPLAZO: PROCESO DE VALIDACION. ORGANISMOS
COMPETENTES. METODOS CIENTIFICAMENTE ACEPTADOS Y
VALIDADOS.

Pilar Prieto. ECVAM, Institute for Health and Consumer Protection, Joint

Research Center, European Commission, 21020 Ispra (Va), Italy

La validacion de métodos alternativos es el proceso a través del cual se
establece la reproducibilidad'y fiabilidad de un método de ensayo con un
propdsito concreto. El Centro de Validacion de Métodos Alternativos
(ECVAM) que se creo en octubre de 1991 a raiz de una comunicacién de la
Comisién Europea al Congreso y al Parlamento Europeo como respuesta a la
Directiva 86/609/EEC. ha establecido en los dltimos 12 afios en
colaboracion con expertos internacionales, las lineas guia para la validacidn.
Una de las tareas principales de ECVAM es la de coordinar a nivel europeo
la validacion de métodos alternativos, que tienen como finalidad el
refinamiento (perfeccionamiento) de los métodos de experimentacion
animal, la reduccion en el nimero de animales empleados o el reemplazo de
los métodos por otros que no requieran el uso de animales de laboratorio
siendo su dmbito de aplicacion en diferentes campos de las Ciencias
Biomédicas. Inicialmente se identificaron 5 etapas en la evolucién de
métodos de ensayo: desarrollo, prevalidacién, validacién, evaluacion
independiente y aceptacidn reguladora. Estas cinco etapas forman lo que se
conoce como proceso de validacidon prospectiva, proceso que ha resultado
satisfactorio puesto que mediante su aplicacion 8 métodos de ensayo se han
validado cientificamente y de estos 5 métodos estdn ya aceptados a nivel
regulador. Recientes avances en nuevas tecnologias como la genémica y la
protedmica, modelos QSARs, sistemas expertos, efc. han impuesto la
necesidad de adaptar el proceso de validacion a la nueva generacion de

métodos y modelos de ensayo. Es por esta razon que el ECVAM ha propuesto
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recientemente la adopcion de un sistema modular que permitird afiadir
flexibilidad al proceso de validacién. En este sistema se han identificado 7
maddulos independientes (definicion del método de ensayo, variabilidad intra
laboratorio, transferencia del método, variabilidad inter laboratorio,
capacidad de prediccién, dominio de aplicacién, patrones de cumplimiento)
que permiten obtener la informacion necesaria para poder establecer la
validez cientifica de un método de ensayo antes de proceder a su evaluacién
independiente y posterior aceptacion reguladora. La informacién puede
obtenerse de modo prospectivo, retrospectivo o mediante una combinacién
de los dos. Finalmente se pueden enumerar las distintas organizaciones que
de algin modo estdn implicadas en el proceso de validacion: ECVAM en
Europa e ICCVAM (The Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods) en USA son las autoridades
competentes; ZEBET (Centre for Documentation and Evaluation of
Alternatives to Animal Experiments) en Alemania, FRAME (Fund for the
Replacement of Animals in Medical Experiments) en UK y CAAT (Johns
Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing) en USA son
organizaciones especializadas en validacién; y por ultimo caben destacar
ofras organizaciones que contribuyen activamente al concepto de las 3R's,
como son NCA (The Netherlands Centre for Alternatives to Animal Use) en
Holanda, SIAT (The Swiss Institute for Alternatives to Animal
Experiments) en Suiza y ECOPA (European Consensus-Platform for

Alternatives) en Europa.
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MODELOS ALTERNATIVOS EN LA ENSENANZA.
Adela Lopez de Cerain. Universidad de Navarra.
Eugenio Vilanova. Universidad Miguel Herndndez.

La estrategia de las 3Rs -reduccién, refinamiento y reemplazo de animales
de experimentacion- se aplica también al dmbito de la docencia, tanto en la
ensefianza secundaria como en la universitaria. Se va a comentar la situacién
de los métodos alternativos en los estudios de grado y de postgrado de la
universidad espafiola: situacién actual, problemas, fuentes de informacion,
posibilidades de mejora, experiencias de universidades.

Conviene hacer una distincién entre lo que son estudios de grado de las
diversas licenciaturas biosanitarias y afines, y los estudios de postgrado,
bien sean en forma de mdster o doctorado. Diversas asighaturas de las
licenciaturas de Ciencias han utilizado fradicionalmente animales de
experimentacion para realizar prdcticas con los alumnos, como por ejemplo
en Fisiologia, Farmacologia o Anatomia. El alto nimero de alumnos por curso
en algunas universidades asi como los objetivos docentes que se persiguen
con las prdcticas y las nuevas opciones que proporcionan los métodos
alternativos, hacen replantearse a muchos profesores la necesidad de
realizar otro tipo de prdcticas durante la licenciatura. Situacion distinta se
presenta con aquellos alumnos que se inician por ejemplo en la investigacién
mediante la realizacién de una tesis doctoral. Si la tesis va a requerir de
experimentacion animal, es imprescindible que el alumno se forme de
manera adecuada en la manipulacion de la especie o especies animales que
vaya a utilizar, y para ello serd imprescindible que reciba entrenamiento por
personal especializado. Estas prdcticas, que realizard siempre un grupo de
alumnos reducido y motivado, si requerird de modelos animales sobre los que
se frabajard con los requerimientos de reduccién y refinamiento; en
ocasiones puede ser posible disponer también de algin modelo mecdnico
sobre el que se puedan ensayar previamente ciertas maniobras.

El primer taller sobre alternativas al uso de animales en educacién superior
tuvo lugar en el aifio 1998 y fue promovido por el grupo de trabajo sobre
educacion del Netherlands Centre Alternatives to Animal Use (NCA),
Utrecht. Las recomendaciones y el informe resultante de esa reunién se
publicaron en la revista ATLA en el articulo que se adjunta (Van der Valk,
J., et al, 1999). Una de las principales conclusiones era que existia en ese

REMA: I Curso Taller de Reduccion, Refinamiento y Reemplazo de Animales en Investigacion 57
Desarrollo y Docencia. Madrid 23 Noviembre 2005.



momento poca informacion sobre las posibles alternativas disponibles que se
podian utilizar en la educacién superior, asi como un desconocimiento
bastante amplio por parte de los docentes de las ventajas pedagdgicas y
econdémicas de dichas alternativas. Ello constituyé el punto de partida para
la creacion del proyecto EURCA (European Resource Centre for
Alternatives in Higher Education) cuyo objetivo es diseminar de manera
efectiva informacion sobre alternativas en educacidon superior, asi como
promover la utilizacion de dichas alternativas a través de actividades de
mayor alcance. Entre las actividades de EURCA destaca el mantenimiento
de una pdgina web (http://www.eurca.org/) que contiene una base de datos
sobre alternativas. En dicha base de datos existe actualmente informacién
sobre mds de 70 alternativas clasificadas en funcidn de tres criterios: tipo
de alternativa (programas de ordenador, modelos de maniqui, videos, sitios
web), categoria (anestesia, anatomia, farmacologia ...hasta 11) y proveedor.
El acceso a la informacion es fdcil y rdpido y la principal ventaja es que mds
de la mitad de los productos disponen de un informe realizado por una
persona independiente que comenta su experiencia con el modelo, ventajas
y desventajas y aplicabilidad en la docencia. EURCA dispone de una serie de
personas de contacto en los distintos paises de la Union Europea; en Espaiia,
la Prof. Pilar Vinardell de la Universidad de Barcelona.

La base de datos NORINA, a la que se puede acceder desde la direccidn
http://oslovet.veths.no/fag.aspx?fag=57&mnu=databases 1, comprende
informacién mds amplia que la anterior sobre alternativas en la ensefianza
(3500 aproximadamente). Esta informacion recogida desde el afio 1991, estd
clasificada en 22 categorias e incluye los distintos tipos de alternativas:
modelos tridimensionales, videos, DVD, modelos de ordenador, etc. Se
complementa con ofra base de datos llamada Textbook a la que se accede
desde la misma pdgina web, con informacion sobre libros de ciencias del
animal de laboratorio. Aunque esta base se mantiene actualizada algunos
inconvenientes de NORINA son: no todas las productos son adecuados para
la ensefianza universitaria, algunos son bastante antiguos y resulta dificil
comprender en qué consisten, ya que no existe ningln tipo de demostracion
o evaluacion por parte de docentes que hayan probado el sistema. Algunos
productos son prestados de otras bases de datos con las que estd
interrelacionada como INTERNICHE The International Network for
Humane Education (http: //www.interniche.org) o HSUS The Humane
Society of United States (http://www.hsus.org).

Las dos pdginas comentadas son las que contienen mds informacion sobre
sistemas de ensefianza que sustituyan los animales en la docencia. Otras
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pdginas web sobre alternativas con informacién general que pueden
contener informacion de interés para la ensefianza son las siguientes:
- http://www.frame.org.uk/ Fund for the Replacement of Animals in
Medical Experiments
- http://caat.jhsph.edu/ John Hopkins Center for Alternatives to
Animal Testing
- http://altweb.jhsph.edu/ Alternatives to Animals Web Site
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SESION 5: EXPERIENCIA DE LOS COMITES ETICOS Y
CONCLUSIONES.

EXPERIENCIA DE LA APLICACION DE LAS 3R'S EN LOS COMITES
DE ETICA: CASOS PRACTICOS

Jordi Canto. Servei d'Estabulari / Universitat Auténoma de Barcelona
Consol Fina. Asociacion Nacional para la Defensa de los Animales vy
"Eurogroup for Animal Welfare" Bruselas.

Nuria Basi. Miembro de la Junta Directiva de REMA

Entre los temas relacionados con el bienestar animal, el uso de animales en
la experimentacién ocupa un lugar importante por su complejidad y los
problemas éticos que presenta. Hoy la sociedad pide soluciones factibles,
formulas preventivas y bienestar animal, no como concesién bondadosa,
actualmente se considera como prdctica de justicia moral.

La introduccion de los aspectos éticos en la legislacion vigente y la
adopcidn de los principios de las 3R"s ha reafirmado una nueva consciencia
sobre el uso racional y limitado de los animales de experimentacion

La formacion especifica para los cientificos y personal involucrado en el
uso y trato de animales; estar al dia de los avances de los estudios de las
necesidades de cada especie; el conocimiento de sus caracteristicas
bioldgicas y un alojamiento y mantenimiento apropiados, son fundamentales
para el bienestar de los animales.

La creacién de los Comités Eticos de Experimentacion animal (CEEA) de
los centros usuarios y las Comisiones de Etica de las correspondientes
Administraciones. Pueden garantizar la correcta aplicacién de la Ley,
informar, dialogar con los investigadores, promover la reflexién ética, la
atencién a las 3R"s y a los métodos alternativos y ha sido otro de los
elementos importantes a afiadir al proceso de valoracién de la vida animal.

Todo ello, claro esta, requiere Motivacion y Responsabilidad, la 4R, (la
cuarta R), pero es quizds uno de los mds importantes puntos, junto con los
Métodos Alternativos, para avanzar en un propdsito que cada dia cobra
mayor alcance, es decir, la conciliacion de las necesidades humanas y
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también animales, en este campo, con el deber ético de no causar dafio a
seres vivientes.

La experiencia de muchos afios de trabajo en la Comisién de la Generalitat
de Catalufia, nos muestra, y estd confirmado por los mismos profesionales,
que lo que al inicio parecio algo dificil de aplicar, gracias al didlogo, la
colaboracion y un esfuerzo de comprension, hoy el investigador es el
primero que busca férmulas éticas de trabajo y aplica los consejos e
informacidn del Comité. Pero es necesario proseguir para avanzar cada dia
mas y hacer que se convierta en una pauta habitual para todos.

Esta presentacién quiere poner de manifiesto el importante papel que
pueden y deben desempeiiar los Comités Eticos de los centros usuarios y las
Comisiones de Etica de las administraciones estatal y autondmicas en la
aplicacion de las 3Rs

Los casos que se plantean, con las logicas limitaciones derivadas de la
confidencialidad a Jla que nos obliga la legislacion sobre el tema,
corresponden a la experiencia de 11 afios de funcionamiento del Comité
Etico de la UAB (con cerca de 550 protocolos evaluados) y de 8 afios de
trabajo de la Comision de la Generalidad de Catalufia, que ha revisado unos
1.000 protocolos que requerian autorizacion expresa, un 30% de los mds de
3.200 protocolos presentados en total por los aproximadamente 80 centros
registrados. El total de protocolos revisados ha sido en realidad mucho
mayor, debido al reguerimiento legal de volver a evaluar cada dos afios
aquellos procedimientos gue necesiten seguir llevdndose a cabo, lo que
implica gue muchos de ellos se han revisado en 2, 3 y hasta 4 ocasiones.

Unicamente en la fase inicial del requerimiento de evaluacién y aprobacién
de los procedimientos por parte de los Comités Eticos se defectd y denego
la autorizacion para realizar algin proyecto por considerar que los objetivos
propuestos no justificaban (balance ético) el impacto que sobre el bienestar
animal provocaria el disefio experimental propuesto.

En otfros pocos casos, se ha requerido a los centros que eviten el uso de
animales y utilicen métodos alternativos:

- Estudios de irritacion dérmica y ocular primaria en conejo para
productos no finales

- Test de pirdgenos en conejo

- Test de fototoxicidad
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- Test de la DL50

- Algunos procedimientos de prdcticas docentes en los que se ha
considerado que existian alternativas que permitian alcanzar los
mismos objetivos sin utilizar animales

Resulta ldgico pensar que el propio filtro que aplica el personal investigador
al analizar si existen métodos alternativos al procedimiento que quiere
proponer provoque este efecto de que no abunden los supuestos de
denegacién de autorizacion por existir métodos alternativos.

Mds frecuentes han sido los casos en que se ha informado
desfavorablemente el procedimiento debido a que la memoria presentada no
facilitaba informacion o justificacion suficientes sobre distintos aspectos
criticos, entre los que cabria destacar:

- Objetivos poco claros o mal definidos

- No justificacién de los beneficios que se derivarian de la realizacién
del procedimiento

- Informacion insuficiente sobre posibles métodos alternativos

- Falta de concrecién en el disefio y las técnicas experimentales a
utilizar: {qué se hard, como se hard, cudndo se hard, cudntas veces se
hard...?

- No justificacién de la especie o del nimero de animales a utilizar

- Protocolos anestésicos incorrectos

- No aplicar protocolos analgésicos sin justificacidn

- Falta de protocolos de supervision detallados

- No establecer criterios de punto final

- Técnicas eutandsicas no adecuadas

Estos aspectos, directamente relacionados con la reduccion y el
refinamiento, han sido los que mds se han trabajado mediante distintas
estrategias:

- Organizacién de jornadas dirigidas a los miembros de los Comités
Eticos para formarlos en distintos aspectos: andlisis estadistico para
establecer el nimero de animales, protocolos anestésicos vy
analgésicos, supervision del bienestar de los animales, técnicas
eutandsicas...

- Sesiones especificamente dirigidas a los responsables docentes de
prdcticas con animales para informarles de los distintos aspectos
relacionados con los métodos alternativos: dénde y cémo buscarlos,
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cudles existen, ventajas éticas, organizativas y econdémicas de su
aplicacion...

- Elaboracién de un modelo para notificar los procedimientos en el que
se requiere informacion especifica y completa para cada uno de los
aspectos mds relevantes

El trabajo realizado por estos Comités y Comisiones, conjuntamente con los
otros aspectos requeridos por la legislacién (registro de los centros
usuarios que deben reunir unas condiciones adecuadas, formacién especifica
de todo el personal, creacion de la figura del Asesor en Bienestar Animal,
procedencia controlada de los animales, registro de las actividades
desarrolladas, supervision por parte de la Administracién) ha comportado
pues importantes mejoras en la reduccion de los animales utilizados y en el
refinamiento en su uso en aquellos casos en que alin no se dispone de
alternativas.
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