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Presentacion

El Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se estable-
cen las normas basicas aplicables para la proteccion de los anima-
les utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo
la docencia, en su articulo 1, describe como objeto del mismo, «el re-
emplazo y reduccion de la utilizacion de animales en procedimientos y
el refinamiento de la cria, el alojamiento, los cuidados v la utilizacion de
animales en tales procedimientos». Y como finalidad que «el nUmero
de animales utilizados en los procedimientos se reduzca al minimo,
aplicando en lo posible métodos alternativos, que no se les cause in-
necesariamente dolor, sufrimiento, angustia o dafno duradero, que se
evite toda duplicacion inutil de procedimientos, y que a los animales
utilizados, criados o suministrados se les concedan los cuidados ade-
cuados». Todo ello bajo el amparo de las denominadas 3 erres (3Rs)
en la experimentacion animal: reemplazo, reduccion y refinamiento.

Aunque existe un mayor consenso respecto a los principios de
remplazo y reduccion, es en la aplicacion del principio de refinamiento
donde ha surgido la mayor controversia. El refinamiento es un proceso
continuo que requiere la implicacion de todas las personas involucra-
das en el uso de animales de experimentacion. El éxito del refinamiento
depende de la capacidad de evaluar el dolor o sufrimiento del animal,
para poder aliviarlo.

El presente documento tiene como objetivo ayudar a la comunidad
universitaria a elaborar protocolos de supervision para el control del
estado de bienestar de los animales de experimentacion en cada acti-
vidad de investigacion que se desarrolle. Los protocolos de supervision
nos permiten refinar las técnicas experimentales, reduciendo el sufri-
miento y/o angustia de los animales y aumentando su bienestar.



Mediante estos protocolos los investigadores deben ser capaces
de detectar cualquier signo de sufrimiento o angustia, y aplicar las me-
didas correctoras necesarias para eliminarlo o, si no es posible, redu-
cirlo al méximo. Cada protocolo de supervision lo elabora el grupo de
investigacion y es evaluado por el CEEA antes de comenzar la experi-
mentacion. Debe describir los aspectos fisicos y conductuales que se
van a supervisar, y para cada uno de ellos una escala de la severidad.
Se deben describir también las medidas correctoras y los criterios de
punto final.
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Acrénimos

CEEA Comité de Etica en Experimentacion Animal.
3Rs tres erres: reemplazo, reduccion y refinamiento.
GTE Grupo de trabajo de expertos de la Comision Europea.

JWGR de la BVAAWF Grupo de trabajo Britanico sobre Refina-
miento de la British Veterinary Association Animal Welfare
Foundation.

11






Glosario

Refinamiento. Utilizacion de sistemas que permitan disminuir la se-
veridad del dafo infligido a los animales, asi como aliviar o re-
ducir el posible dolor o malestar que vayan a padecer.

Bienestar animal. Estado fisico y mental de un animal en relacion
con las condiciones en las que vive y muere. Incluye las cinco
libertades: libre de hambre, de sed y de desnutricion; de temor
y de angustia; de molestias fisicas y térmicas; de dolor, de le-
sién y de enfermedad; y de manifestar un comportamiento na-
tural.

Especie animal. Grupo de organismos que pueden reproducirse y
producir descendencia fértil.

Indicador de bienestar. Registros que se miden en el animal para va-
lorar su estado animico y fisico. Se pueden dividir en indicadores
«basados en el ambiente» y en indicadores «basados en el ani-
mal». Los indicadores «basados en el ambiente» son variables
que se miden en el entorno; instalaciones, provision de agua o €l
enriguecimiento ambiental. Los indicadores «basados en el ani-
mal>» incluyen todas aquellas variables que son medidas directa-
mente en los animales; cambios en el comportamiento, la apa-
riencia fisica, la salud y los parametros fisiologicos.

Intervencién. Cualquier accion que se realice al animal para obtener
el efecto que se busca. Por ejemplo, cirugia, administracion de
una sustancia, de analgesia o de anestesia.

Efecto buscado. Efecto que se busca en el animal con la interven-
cion realizada, como la extraccion del bazo, o la anestesia del
animal para una cirugia.
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Efectos colaterales, secundarios o reacciones adversas. Cual-
quier efecto, diferente del buscado, que pueda provocar que
el animal experimente dolor, sufrimiento, angustia o dano du-
radero equivalente o superior al causado por la introduccion de
una aguja.

Medida correctora. Cualquier medida destinada a paliar el sufri-
miento del animal o los efectos colaterales que se apliquen sin
interferir en el efecto buscado.

14



1. La tercera R: Refinamiento

¢ Por qué es necesario refinar? Y ¢ por qué hay que procurar utilizar
sistemas que permitan disminuir la severidad del dafo producido en
los animales de experimentacion, o eliminar el dolor o malestar que pu-
dieran padecer durante la experimentacion?

Los animales de experimentacion pueden sufrir angustia o dolor
debido a un mal manejo, ciertas técnicas de manipulacion, métodos
de eutanasia ineficaces 0 como consecuencia inevitable del procedi-
miento empleado. La persona responsable de la actividad de inves-
tigacion debe valorar el nivel de severidad de cada intervencion en
funcién de la siguiente escala (para mas informacion ver Anexo IX del
RD 53/2013):

e Sin recuperacion: las intervenciones se realizan enteramente
bajo anestesia general tras la cual el animal no recuperara la
conciencia.

e | eve: intervenciones, a consecuencia de las cuales es probable
que, el animal experimente dolor, sufrimiento o angustia leve de
corta duracion, sin alteracion significativa del bienestar o del es-
tado general.

e Moderada: Intervenciones a consecuencia de las cuales es pro-
bable que el animal experimente dolor, sufrimiento o angustia
moderados de corta duracion, o leves pero duraderos, asi como
intervenciones que pudieran causar una alteracion moderada del
bienestar o del estado general de los animales.

e Severa: intervenciones a consecuencia de las cuales es proba-
ble que el animal experimente sufrimiento 0 angustia intensos o
moderados pero duraderos, asi como intervenciones que pudie-
ran causar una alteracion grave del bienestar o del estado gene-
ral del animal.
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Son tres las razones fundamentales por las que se deben aplicar
todos los medios a nuestro alcance para refinar nuestros procedimien-
tos experimentales, con el fin de minimizar el dolor, sufrimiento o an-
gustia de los animales, incluido su sacrificio:

1.

Cientifica: Reducir el sufrimiento y/o angustia de los anima-
les mediante técnicas de refinamiento es un componente im-
portante de las buenas practicas cientificas. Un factor a tener
siempre en cuenta es nuestra interaccion con los animales. Se
ha demostrado que un buen manejo mejora el bienestar de los
animales, la recogida de datos y la reproducibilidad.

Legislativa: EI RD 53/2013 exige que todo proyecto de investi-
gacion que utilice animales de experimentacion debe ser auto-
rizado por el érgano habilitado (UPV/EHU) y el érgano compe-
tente (las diputaciones forales). Para obtener esta autorizacion,
sin la que no puede comenzar la actividad investigadora, es im-
prescindible describir como se cumple el principio de las 3Rs, y
describir el protocolo de supervision y los criterios de punto fi-
nal.

Etica: los animales como seres sintientes pueden experimentar
angustia o dolor, por lo que las decisiones morales de aquellas
personas que trabajan con animales de experimentacion deben
estar basadas en minimizar al maximo el dolor y la angustia de
los animales.

El equipo de investigacion debe elaborar un protocolo sobre cémo
realizara la supervision del animal, y definir los parametros a supervisar,
indicando en qué momento del procedimiento comenzara la supervi-
sién, su duracion y frecuencia, el grado de severidad, las medidas co-
rrectoras que se tomaran si hubiera cualquier alteracion en el bienestar
animal (p.gj. la administracion de analgesia) y los criterios de punto final
humanitario (eutanasia).

1.1. Responsable del refinamiento

Todas las personas que trabajen con animales de experimentacion
son responsables del refinamiento. Es importante detectar cualquier
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signo de sufrimiento del animal lo antes posible para aplicar las medi-
das correctoras o el punto final humanitario. Es, por tanto, necesario
que los investigadores estén familiarizados con la especie animal con
la que estén trabajando.

1.2. Como se hace el refinamiento

El protocolo de supervisidn es una herramienta muy Util para el
refinamiento durante la fase experimental. El disefio del mismo lo debe
realizar el investigador principal junto a su equipo. En el disefo se ten-
dran en cuenta la especie animal y las intervenciones a las que se so-
metera al animal.

La Comision Europea cred un grupo de trabajo de expertos (GTE)
a fin de evaluar la severidad de los procedimientos experimentales para
facilitar la aplicacion de la Directiva 2010/63/UE, relativa a la proteccion
de los animales utilizados para fines cientificos y establecio los siguientes
requisitos para la evaluacion de la severidad unos principios generales:

e Un enfoque de equipo es altamente efectivo, ya que permite
recibir aportaciones de diferentes personas con diferentes expe-
riencias, prioridades y responsabilidades. Se tendra en cuenta a
los integrantes del equipo investigador en contacto con los ani-
males, al personal del animalario, y al investigador responsable
que es quien ha disefiado el proyecto y decide las acciones a
realizar.

e Una formacion inicial y continuada adecuadas para todo el
personal participante.

e Una correcta planificacién del trabajo de cada uno de los in-
tegrantes del equipo investigador y del personal técnico del ani-
malario.

¢ Indicadores de bienestar adecuados adaptados a la especie,
la cepa y el proyecto, que incluyan observaciones fundamenta-
das y estructuradas de los animales a intervalos adecuados (por
ejemplo, una mayor frecuencia de supervision durante y des-
pués de los procedimientos).

e Conocimiento de la severidad de cada procedimiento y de las
medidas que deben tomarse si se alcanza o supera dicha seve-
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ridad. Un enfoque coherente de las evaluaciones generales so-
bre el sufrimiento real (sin recuperacion/leve/moderado/severo)
en los informes estadisticos.

e Analisis de las observaciones para emitir un juicio fundamen-
tado sobre la naturaleza y el nivel de sufrimiento.

e Reflexidon sobre la efectividad con que se aplicaron las 3Rs, y
sobre si podrian hacerse mejoras en estudios futuros.

En este documento se establece la fase de diseno experimen-
tal como el momento en el que se inicia el proceso para asegurar que
se reduce al minimo la severidad durante la realizacion de los proce-
dimientos cientificos, al examinar si es 0 no necesario, y si esta o0 no
justificado utilizar animales para alcanzar los objetivos cientificos plan-
teados. Cuando es necesario y esta justificado el uso de animales, es
importante asegurarse de que se ha elegido el modelo apropiado y
que el disefio del estudio sea robusto. Deberian identificarse todos los
aspectos de la actividad de investigacion que puedan causar dolor, su-
frimiento, angustia o dafio duradero, y se deberia plantear como puede
reducirse al minimo los efectos, por ejemplo, consultando bibliografia,
a otros investigadores, técnicos, veterinario y, en su caso, al érgano
encargado del bienestar de los animales.

Se recomienda que la asignacion en la clasificacion prospectiva de
la severidad de los procedimientos esté basada en la severidad mas
alta prevista para cualquier animal del estudio. Deberia, ademas, ela-
borarse un plan para observar a los animales que sea adecuado y
adaptado al estudio.

Es importante el empleo de una terminologia estandarizada que
puedan entender todos los que participan en el estudio, 1o que mejo-
rara la coherencia en los informes y su interpretacion.

Es imprescindible contar con personal suficientemente capacitado
y competente para realizar el estudio y encargarse del seguimiento y
cuidado de los animales.
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2. Bienestar animal

Broom (1986) lo definié como el estado del animal en relacion con
sus intentos de afrontar la situacion en la que se encuentra, y la aso-
ciacion Farm Animal Welfare Council (1979), como el estado fisico y
mental de un animal en relacion con las condiciones en las que vive y
muere. He indico las cinco libertades:

Libre de hambre, de sed y de desnutricion.

Libre de temor y de angustia.

Libre de molestias fisicas y térmicas.

Libre de dolor, de lesiéon y de enfermedad.

Libre para manifestar un comportamiento natural.

IS S

Por desgracia, la experimentacion animal afecta directamente a
cada uno de ellos. Por eso, un reto importante de la investigacion
biomédica es intentar reducir la tensiéon entre el beneficio potencial
de los resultados cientificos y el bienestar de los animales utiliza-
dos.

Un punto de referencia util para el refinamiento puede ser preci-
sar un nivel de bienestar «ideal» hipotético en nuestro protocolo de su-
pervision. Este puede definirse como el estado en el que se encuen-
tran los animales cuando sus necesidades nutricionales, ambientales,
mentales, fisicas y de comportamiento estan satisfechas. Son tres los
componentes claves para este estado ideal: el estado fisico, el estado
biogquimico/fisioldgico y el estado psicolégico. Para cada uno de estos
componentes se pueden establecer unas caracteristicas que definan la
idoneidad del mismo y que se objetiven en una serie de indicadores de
bienestar.
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Componente ‘ Caracteristicas ‘ Indicadores

Buen nivel fisioldgico. Peso corporal.
. Ausencia de discapa- | Estado del pelaje.
Fisico. cidad fisica, dolor, ma- . .
i . Capacidad motriz.
lestar o impotencia fun-
cional.

Niveles de estrés y su- | Frecuencia cardiaca y res-
frimiento que no exce- | piratoria.

Fisioldgico/Bioguimico. .
den los de la interac- , .
- . Niveles de corticosterona.
cion social.
Comportamiento «apro- | Cambios en el comporta-
piado» a su especie. miento.
Psicologico.

Aumento de agresividad.

Aislamiento.

Puede asumirse que se da este estado ideal cuando las condicio-
nes de alojamiento y cuidados son acordes a las buenas practicas de
manejo, los animales estan sanos y estan completamente habituados a
sus rutinas de alojamiento y cria. En tal situacion, cualquier desviacion
de este estado ideal podria indicar un problema de bienestar y deberia
tratarse como tal.

Debe tenerse en cuenta, que algunos parametros fisioldgicos pue-
den alterarse por estimulos positivos, como el juego, y que algunas es-
pecies, que suelen ser presa (roedores), suelen ocultar cualquier signo
comportamental de sufrimiento. Por todo esto, la seleccion e interpre-
tacion de los indicadores de bienestar debe ser muy rigurosa.

2.1. Seleccion de indicadores de bienestar apropiados
A la hora de definir los aspectos a supervisar para evaluar el bien-
estar animal, es importante tener en cuenta la especie animal, y en al-

guna especie incluso la cepa. La seleccion de los indicadores de bien-
estar es clave y deben ser:
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e Reconocibles de forma rapida vy fiable.

Efectivos a la hora de proporcionar buenas medidas del bienes-
tar.

Relevantes para el proyecto y la especie.

De aplicacion practica y que no perturben al animal.

Acordes al disefio experimental.

Congruentes en la medicion, interpretacion y analisis.

Distinguimos tres tipos de indicadores:

a) Indicadores generales

Indicadores que pueden medirse de forma directa y objetiva. Pro-
porcionan indicios de que el bienestar animal pueda estar compro-
metido y son Utiles para definir e implementar los criterios de punto
final humanitario. Entre ellos: «peso» y «condicion corporal» (estado
fisico), «temperatura corporal medida» (estado fisioldgico) y «con-
sumo de agua y alimento» (podria entrar en cualquiera de las tres ca-
tegorias).

b) Indicadores especificos

El siguiente paso es predecir los posibles efectos adversos, de
forma que se puede crear una lista de indicadores a la medida del es-
tudio. La lista de efectos adversos potenciales puede incluir elemen-
tos tales como molestias o dolor en determinadas partes del cuerpo,
comportamientos tipo ansiosos, capacidades fisicas reducidas, etc. A
continuacion, se debe considerar cudles pueden ser los indicadores fi-
siolégicos o de comportamiento para estos efectos adversos. Algunos
indicadores de uso comun, que ya estan asociados con diversos efec-
tos adversos, son: curvar el lomo, retorcerse o encoger el costado en
roedores, expresiones faciales en ratén, flaccidez muscular en torno al
0jo en aves, cambio de color de piel de la piel en peces o renuencia a
moverse en muchas especies.

El objetivo es incluir el menor nimero de parametros necesario
para detectar rapidamente y de forma efectiva los efectos adversos.
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Podria reducirse el numero de indicadores usando los llamados «in-
dicadores iceberg», que resumen otras areas del bienestar y son faci-
les de comprender. Uno de estos indicadores es la ausencia de acica-
lado después de la cirugia, lo que podria indicar una incapacidad para
coordinar movimientos de acicalado, dolor postoperatorio o, en caso
de ser poco después de la cirugia, los efectos secundarios de agentes
anestésicos o analgésicos.

Es esencial que se establezcan para cada proyecto puntos de in-
tervencion claros, de forma que se definan intervenciones adecuadas
en caso de la aparicion de signos clave. Por ejemplo, la fluidoterapia
podria iniciarse tan pronto como aparezcan signos de deshidratacion,
0 en caso de pérdida del 10% de peso corporal en ratas se podria
proporcionar una mezcla himeda dentro de la cubeta.

Deberian establecerse umbrales que permitan el minimo nivel de
sufrimiento animal, al tiempo que contribuyan al objetivo del estudio.
En esta etapa se definen los criterios de punto final humanitario, alcan-
zados los cuales el animal se retirard temporal o permanentemente del
estudio.

c) Indicadores de bienestar positivo

La evaluacion del bienestar generalmente se centra en el bien-
estar negativo mas que en el positivo. Sin embargo, también es de-
seable mejorar la calidad de vida del animal, asi como minimizar su
sufrimiento, por lo que deberia considerarse la utilidad y definir sig-
nos del bienestar positivo y la incorporacion de los mismos al sistema
de evaluacion del bienestar. Podemos entender como signos positi-
vos del bienestar animal, los buenos cuidados, incluyendo el acica-
lado, los niveles normales de actividad, empleo del sueno, incluyendo
patrones de suefo, la busqueda de interaccion con los humanos, la
curiosidad de interés por la exploracion, la interaccion social apro-
piada con otros miembros de la especie, incluyendo acicalarse unos
a otros, el apareamiento, el comportamiento «anticipatorio», el uso de
elementos de la jaula, el interés por la comida, los juegos, la vocali-
zacion asociada con el bienestar positivo, el aprendizaje y funciones
cognitivas normales.
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2.2. Registro de indicadores de bienestar animal

El registro de los indicadores de bienestar animal se realiza me-
diante protocolos de supervisién. Este comité recomienda el uso de
hojas de evaluacion con listas de indicadores predeterminadas me-
diante una evaluacion numérica.

Es de vital importancia el uso en un lenguaje estandarizado para
describir la apariencia y comportamiento de los animales, de forma
que concuerde tanto dentro del equipo de evaluacion del bienestar de
una actividad de investigacion, como entre diferentes centros que es-
tén realizando evaluacion del bienestar.

El grupo de trabajo designado por la Comision Europea para la
evaluacion de la severidad en los procedimientos, propone los siguien-
tes indicadores de bienestar animal:

1. Estado general

a) Peso corporal (disminucion del 5, 10, 15, 20%).

b) Piel y pelaje (piloereccion, pérdida de pelo, deshidratacion,
falta de acicalamiento, lesiones cutaneas, manchas de he-
ces o de orina).

C) Secreciones (ocular, nasal, urogenital, porfirina).

d) Ojos (hundidos, cerrados o semicerrados, lesiones).

e) Boca (salivacion, maloclusion).

f) Otros (gestos de dolor, abdomen distendido).

2. Funciones corporales

a) Respiracion (bradipnea, disnea, jadeo, taquipnea).

b) Ingesta de agua y comida (aumentada o disminuida).
c) Temperatura corporal (aumentada o disminuida).

d) Sentidos (deterioro vista, oido o equilibrio).

3. Ambiente

a) Entorno (cama, material de enriquecimiento, material para
nido).

b) Presencia y consistencia de las heces, lecho hiumedo por
poliuria, presencia de vomito o sangre.
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4. Comportamiento

a) Interaccion social (interacciones agresivas, ansiedad).

b) Comportamientos no deseados (estereotipias, arranca-
miento de pelaje).

c) Postura y movilidad (postura anormal, cojera, letargia, des-
coordinacion, encorvamiento, cabeza caida).

d) Otros (temblores, convulsiones, vocalizaciones).

5. Indicadores especificos del procedimiento (efectos adver-
S0S)

L

Cirugia.

Oncologia.

Modelos de infeccion.

Animales genéticamente modificados (OMG).
Neuroldgicos.

Metabdlicos.

2000gT

Cada indicador se evalla y se le da una puntuacion de acuerdo con
su severidad aparente. Por ejemplo, no afectado se marcaria «0» y una
leve desviacion de la normalidad, podria marcarse como «1». Sin em-
bargo, una desviacion moderada de la normalidad se marca con «2», e
implica la administracion de analgesia (medida correctora) y un aumento
en la frecuencia de supervision. Una desviacion significativa se maraca
con «3», e implica el sacrifico del animal y el cese del procedimiento.

Posteriormente las puntuaciones se suman vy los resultados deter-
minan la severidad del procedimiento y si se requiere una medida co-
rrectora 0 se ha alcanzado el punto final. Generalmente se sigue el si-
guiente criterio:

e |nferior al 25% del maximo de puntuacion: Leve. Supervision se-
manal.

e Entre 25% y 50% del maximo de puntuacion: Moderado. Su-
pervision diaria. Posible existencia de dolor o angustia. Hay que
plantearse el uso de analgésicos o cualquier otra medida correc-
tora.

e Mas del 50% del maximo de la puntuacion: Severo. Sacrificio
del animal.
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2.3. Temporalizacioén, duracion y frecuencia de la
evaluacion

Tras el disefio del protocolo de supervision, debe establecerse un
protocolo de evaluacion que incluya la frecuencia, el momento y la du-
racion de la misma. Evidentemente, cuantos mas animales conformen
el grupo experimental, mas tiempo requerira esta evaluacion, dado que
debe realizarse de forma individual, por lIo que se deben prever los re-
CuUrsos humanos necesarios para realizarla.

Segun establece el Grupo de Trabajo Britanico sobre Refinamiento
de la British Veterinary Association Animal Welfare Foundation (JWGR
de la BVAAWF), los principales factores a tener en cuenta para planifi-
car y realizar la evaluacion del bienestar animal son los siguientes:

a) Especie

La evaluacion del bienestar presenta una complejidad variable en
funcion de la especie con la que se trabaja. Algunas especies pre-
sentan comportamientos mas faciles de detectar e interpretar. Un
primate deprimido muestra una postura caracteristica que es facil de
reconocer y con la que es facil empatizar para la mayoria de los ob-
servadores, mientras que los signos de un déficit en el bienestar pue-
den ser mas dificiles de reconocer en especies tales como roedores
y no mamiferos. Ademas, es probable que haya diferencias entre ce-
pas, en comportamiento normal y respuesta al dolor, sufrimiento o
angustia.

Por otro lado, en lo que respecta a los organismos modificados ge-
néticamente (OMG), muchas modificaciones genéticas han dado lugar
a caracteristicas predecibles e impredecibles que afectan al bienestar
y que no siempre seran detectadas usando los protocolos fenotipicos
estandar. El bienestar de estos animales deberia evaluarse cuidado-
samente durante un periodo prolongado que comience en el periodo
neonatal de forma que se pueda identificar cualquier efecto adverso y
que se identifiquen los indicadores apropiados para la evaluacion del
bienestar de dicha cepa.
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b) Diseno experimental

El disefio experimental también es un factor clave para establecer
la frecuencia y duracion de la evaluacion del bienestar animal, los pro-
cedimientos severos precisaran una monitorizacion mas frecuente, asi
como aquellos en los que los efectos adversos se establecen con rapi-
dez. Asi mismo, existen periodos criticos de la experimentacion en los
que la evaluacion del bienestar animal debe intensificarse, como tam-
bién debe aumentarse el tiempo que se invierte en la misma, para po-
der observar algunos signos de sufrimiento especificos tales como el
«twitching» (rapidos movimientos de pelaje del lomo), arquear el lomo,
retorcerse, etc. que se pueden observar en el periodo postoperatorio
inmediato en ratas a las que se les ha realizado diversos tipos de ciru-
gila abdominal, y que pueden mantenerse hasta las 24 horas posterio-
res a la cirugia. Las observaciones deben intensificarse para compro-
bar el efecto de la pauta analgésica y espaciarse en el caso de que no
hubiera complicaciones.

c) Entorno

La evaluacion del bienestar deberia tener en cuenta la presencia o
no de material de enriquecimiento ambiental (material para la construc-
cion de nidos, refugios, etc.) porque podrian dificultar la observacion
de los animales.

d) Procedimientos de cria

Aquellas tareas, tales como el cambio periddico de jaulas, de-
ben tenerse en cuenta al establecer el momento de la evaluacion del
bienestar animal. Después de la limpieza de las jaulas en el caso de
las ratas, se ven incrementados tanto los comportamientos explorato-
rios y el uso de refugios, como el ritmo circadiano vy la presion sangui-
nea. Estos parametros fisiolégicos y de comportamiento pueden tardar
hasta 2 horas en volver a los niveles previos a la manipulacion, por lo
que debe ser tenido en cuenta al establecer la temporalidad de la eva-
luacion.
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e) Ritmo circadiano de los animales

Es preferible evaluar a los animales durante su periodo activo, eva-
luar a los animales despiertos reduce la posibilidad de pasar por alto
signos importantes.

Es necesario tener en cuenta que el periodo activo en la mayoria
de los roedores es el periodo nocturno, por lo que existen evidentes
dificultades de recursos humanos para llevar a cabo dicha evaluacion.
Existen diversas opciones para salvar o reducir este problema, como la
de albergar a los animales en entornos con ciclos de luz invertidos o,
emplear las disrupciones en el ritmo circadiano como indicadores de
bienestar. Por ejemplo, en el periodo diurno se espera que los roedo-
res no muestren un grado importante de actividad, mientras que si de-
berian hacerlo en el periodo nocturno, por lo que los cambios en estos
patrones de actividad deberian ser registrados como alteraciones en la
conducta. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que los animales de
experimentacion, aunque sean especies nocturnas, estan habituados
a un cierto nivel de actividad derivado de las rutinas de trabajo que se
desarrollan en el animalario en el que se alojan, sin que esta actividad
suponga ningun menoscabo de su nivel de bienestar.

2.4. Recomendaciones para la evaluacion del bienestar

Es recomendable que la tarea de evaluacion del bienestar animal
sea realizada por un numero reducido de personas, que favorecera
la homogeneidad, tanto de las observaciones registradas, como de la
respuesta de los animales, que pueden detectar el cambio de persona.

a) Evaluacion a distancia

Con frecuencia, la evaluacion de aspectos como la apariencia ge-
neral, postura y comportamiento espontaneo se puede realizar a una
cierta distancia sin abrir la jaula. Esto permite detectar comportamien-
tos no provocados como indicadores de malestar, tales como anima-
les aislados de sus companferos. El juego, buscar comida o acicalarse
son indicadores positivos del bienestar.
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También debe observarse el alojamiento para detectar problemas
como sangrado, vomitos o anomalias en las heces.

Otros indicadores que pueden ser observados a distancia son pi-
loereccion, cambios de postura, alteraciones en la frecuencia opercular
en peces, movilidad reducida o especial atencion a la herida quirdrgica.
Estos signos pueden ser especificos del proyecto, y por lo tanto regis-
trados en el lugar correspondiente en la hoja de evaluacion, o inespe-
rados, y entonces deberian registrarse en el apartado para texto libre,
pero siempre deben quedar registrados.

b) Apertura de la cubeta o jaula

La apertura permite examinar el recinto con mas detalle, asi como
las reacciones del animal a la presencia del observador. La mayoria de
las especies responderan con un inicial aumento de la actividad, se-
guido de estabilizacion.

c) Manipulacion de los animales

La manipulacion individual de los animales se utiliza para medir cri-
terios generales como el peso o la temperatura, asi como para eva-
luar indicadores especificos, tales como la inflamacion de la piel, zonas
sensibles, medicion de tumores, toma de muestras, etc. La manipula-
cion suele ser estresante para los animales, lo que puede afectar tanto
al bienestar animal como a los datos cientificos. La observacion des-
pués de la manipulacion puede facilitar la detecciéon de signos relevan-
tes como los mencionados anteriormente respecto al periodo posto-
peratorio y puede acortar el tiempo de evaluacion.

No siempre es apropiado manipular a los animales, ya que se
puede causar malestar o dolor en los momentos posteriores a un pro-
cedimiento, o en el caso de algunas especies acuaticas o en hembras
que estén criando. En estos casos, es preferible evitar la manipulacion
y realizar una inspeccion visual cuidadosa.
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d) Problemas de bienestar

Cuando se detecte un problema de bienestar, la accidn que
se realice debe estar prevista y ser conocida por todos los actores
(equipo investigador y técnicos del animalario). Se establecera un sis-
tema que identifique claramente la jaula o recinto donde se alojen los
animales que sean causa de preocupacion, y que requieran de una
monitorizacion adicional.

€) Anadlisis de los registros de bienestar

Los registros tomados durante el proyecto deben ser revisados
durante la ejecucion y una vez finalizado el mismo, con el fin de ase-
gurar que la evaluacion del bienestar animal esta funcionando, detec-
tar posibles nuevos efectos adversos que no se hubieran previsto, vy
asegurar que cualquier nueva aportacion que afecte a la naturaleza del
proyecto, al comportamiento del animal o a las técnicas de evaluacion
se tendran en cuenta.

2.5. Criterios de punto final humanitario

Los criterios de punto final humanitario son parametros de la salud
del animal que, de forma aislada o combinada, nos indican que el ani-
mal debe retirarse del experimento. Son fundamentales a la hora de re-
ducir el impacto negativo que pueden tener los procedimientos experi-
mentales sobre los animales.

Entre las razones para establecer criterios de punto final s encuen-
tran (Morton, 1999):

e El animal no proporciona mas informacion util, porque su estado
—fisioldgico o psicolégico— no permite obtener datos experi-
mentales fiables. Es inmoral, cruel e indtil mantener a un animal
en un experimento si su estado no va a permitir obtener datos
de calidad.

e E| sufrimiento del animal es mayor de lo previsto, y supera los
beneficios que pretendemos obtener con nuestro trabajo; o bien
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el sufrimiento del animal es demasiado elevado, independiente-
mente de los beneficios que se esperan de nuestro trabajo.

e No hay necesidad de continuar el experimento porque podemos
predecir el trascurso del mismo: son los «criterios de punto final
sustitutivo» (surrogate endpoints). Se utilizan sobre todo en pro-
tocolos donde se puede producir un deterioro importante de la
salud del animal.

Desde el CEEA se recomienda que los investigadores se den de
alta y consulten la siguiente pagina web: https://www.humane-endpo-
ints.info/es. Aun y todo, siempre se tendra en cuenta que un animal
comatoso o con automutilaciones o una pérdida de peso superior al
20% desde el comienzo del experimento sera considerado que ha al-
canzado el punto final independientemente de la puntuacion total al-
canzada en el protocolo de supervision.
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Ejemplo de protocolo de supervision general

1. Pérdida de peso (en una semana)

0.
1.
2.
3.

Peso normal.

< 10%.

Entre un 10 y un 19%.
> 20% (eutanasia).

2. Aspecto general

0.
1.
2.

3.

Normal.

Pelaje en mal estado.

Pelaje en mal estado y/o presencia de secreciones oculares
0 nasales.

Postura anormal.

3. Comportamiento

0.
1. Pequenos cambios.

2.

3. Automutilacion, vocalizaciones anormales, animales muy in-

Normal.
Inactividad.

quietos o inmoviles (eutanasia).

4. Comportamiento en respuesta a la manipulacion

0.
1. Pequenos cambios.

2.

3. Animales agresivos 0 comatosos (eutanasia).

Normal.

Cambios moderados.
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Medidas correctoras

De 0-3: Normal. Supervision una vez por semana.

De 4-8: Supervision diaria. Posible existencia de dolor o angustia.
Uso de analgésicos y/o antiinflamatorios.

De 9-12: Eutanasia.
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Ejemplo de protocolo de supervision
en estudios de oncologia

1. Pérdida de peso (en una semana)

0. Peso normal.

1. <10%.

2. Entreun 10y un 19%.
3. > 20% (eutanasia).

2. Signos clinicos

0. No aparentes.
1. Pelo «erizado», opaco y/o sucio.
2. Uno o mas de los siguientes signos:

a) Secreciones mucosas y/o sanguinolentas por cualquier
abertura.

b) Diarrea.

c) Organos hipertrofiados detectables (ganglios, bazo, hi-
gado).

3. Uno o mas de los siguientes signos (eutanasia):

a) Distension abdominal de cualquier origen

b) Presencia de ascitis que suponga un aumento superior
al 10% del peso corporal inicial

c) Disnea (particularmente si va acompanada de descarga
nasal y/o cianosis)

d) Caquexia.
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3. Alteraciones en la conducta

No aparente.

Dificultad para moverse con normalidad.

Dificultad de llegar a la comida/bebida. Aislamiento del resto
de los animales de la jaula. Disminucion del movimiento.
Intencion de «esconderse» en la viruta, no responde a esti-
mulos, letargo o comatoso (eutanasia).

4. Tamano del tumor

0. Sin tumor.

1. Tumores hasta 0,5 cm de diametro. Dos tumores que su-
men 0,5 cm.

2. Tumores de 0,6-1,5 cm de diametro. Dos tumores que su-
men mas 0,5 cm.

3. Tumores de >1,5 cm de diametro (eutanasia).

5. Heridas

0. Ninguna.

1. Arafiazos, mordeduras, dermatitis leves o moderadas.

2. Heridas que no cicatrizan, agresiones severas, dermatitis
graves o cronicas.

3. Tumores ulcerados o necrdticos (eutanasia).

Medidas correctoras

De 0-3: Normal. Supervision una vez por semana.

De 4-8: Supervision diaria. Posible existencia de dolor o angustia.
Uso de analgésicos.

De 9-10: Revision dos veces al dia. Utilizacion obligada de analgé-
sicos. Hay que plantearse el sacrificio del animal.

>10: Eutanasia
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Ejemplo de protocolo de supervision
en estudios de isquemia cerebral

1. Apariencia

1. Postura arqueada transitoria.

2. Piloereccion, falta de acicalamiento.

3. Piloereccion, postura arqueada, no acicalamiento (eutana-
sia).

2. Comportamiento natural

1. Poco activo.
2. Poco activo y aislado pero alerta.
3. Letargico o inmovil, no alerta (eutanasia).

3. Pérdida de peso (en una semana)

1. <10%.
2. Entreun 10y un 19%.
3. > 20% (eutanasia).

4. Anorexia

1. Apetito un poco reducido.
2. Huele la comida, pica algo.
3. Ningun interés por la comida.

5. Heces

1. Heces normales.
2. Heces blandas.
3. Heces liquidas (eutanasia).
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Medidas correctoras

De 0-3: Normal. Supervision una vez por semana.

De 4-8: Supervision diaria. Posible existencia de dolor o angustia.
Uso de analgésicos y/o antiinflamatorios.

> 9: Eutanasia.
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