ACTA DE LA REUNION VIRTUAL EXTRAORDINARIA DE LA COMISION DE
ETICA Y EXPERIMENTACION ANIMAL DE LA FACULTAD DE FARMACIA,
CELEBRADA EL DIA 8 DE MARZO DE 2021

La Comision de Etica y Experimentacion Animal de la Facultad de Farmacia, celebra una
sesion extraordinaria de caracter virtual, el 8 de marzo de 2021, bajo la Presidencia de la lima.
Sra. Decana, Profa. Dra. Diia. Irene Iglesias Peinado y actia como Secretario el Prof. Dr. D.
Jesus Roméan Zaragoza.

El Orden del Dia es el siguiente:

1. Emisiondelinforme sobrelautilizacion del Animalario de la SD. De Fisiologia para llevar
a cabo el Proyecto "ldentificacion de nuevos factores modulares de inflamasoma
en las células beta pancreéaticas. Comunicacion intertisular/intestino-pancreas” de la
Profa. Elisa Fernandez Millan.

ASISTENTES

Prof.2 Dra. D2 Irene Iglesias Peinado

Prof. Dr. D. Jesus Roman Zaragoza

Prof.2 Dra. D2. Pilar Gbmez-Serranillos Cuadrado
Prof.2 Dra. D2. Ana M2, Lopez Sobaler

Prof.2 Dra. D2. Gloria Molero Martin-Portigués
Prof.2 D2, Maria Almudena Porras Gallo

Prof. Dr. D. Luis Rivera de los Arcos Prof.2 Dra.
D2, Juana Benedi Gonzalez

Prof.2 Dra. D2 Emilia Barcia Hernandez

1. Emision del informe sobre |a utilizacién del Animalario de la SD. De Fisiologia para
llevar a cabo el Proyecto "ldentificacion de nuevos factores modulares de
inflamasoma endas células beta pancreaticas. Comunicacion intertisular intestino-
pancreas" de la Profa. Elisa Fernandez Millan.

La Sra. Decana ha remitido a los miembros de la Comision la documentacion aportada
por la Profesora Elisa Fernandez Millan solicitando el informe sobre la utilizacién del Animalario
(se adjunta documentacion)

Se ha recibido respuesta de los nueve miembros de la Comision, todas ellas favorables,
por lo que se aprueba por unanimidad la emisién del informe para la utilizacion del
animalario.

VeBe El Secretario Académico
La Decana
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Investigador
Principal
Proyecto

Nombre: ELISA FERNANDEZ MILLAN
DNI: 50975486-B

Centro:
FACULTAD DE FARMACIA

Departamento/ Seccion:
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Correo electrénico:
elfernan@ucm.es

Teléfono:
913941857

Investigador
Responsable
Procedimientos

Nombre: FERNANDO ESCRIVA PONS
DNI: 19974858-W

Centro:
FACULTAD DE FARMACIA

Departamento/ Seccion:
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Teléfono: Correo electronico:
913941857 fescriva@ucm.es

Titulo del| Titulo:

Proyecto | Identificacidn de nuevos factores moduladores del inflamasoma en las células
pancredticas. Comunicacion intertisular intestino-pancreas.
Fecha de inicio: Fecha de finalizacion:
01/09/2021 31/08/2024

dellzllrg?(l)lgn?g X Cientifica [] Docente ] Imposicion legal

Presentacion de proyecto para ser
financiado Organismo: Convocatoria:
Ministerio de Ciencia e Innovacién 2020
Proyecto financiado en ejecucion
Organismo: Referencia:

Autorizacion de experimentacion o actividad

Otros
(especificar):

Fechay Firma

V°.B°. Vicerrectora de Investigacion y Transferencia y
Responsable administrativo de usuario

Investigador/a Principal

Dfa. Margarita San Andrés Moya

D./Dfa. ELISA FERNANDEZ MILLAN

(Al firmar declaro haber leido y aceptado la clausula de proteccion
de datos al pie indicada)

Informacion basica de proteccion de datos del tratamiento: Investigacion

Responsable Vicerrectorado de Investigacion y Transferencia

Finalidad Ayudas y acciones para desarrollo de la investigacion Cientifica

Legitimacion Cumplimiento de una obligacidn legal; Misidn en interés publico

Destinatarios Se prevén cesiones

Derechos Acceder y rectificar los datos, asi como otros derechos, explicados en la informacién adicional
Infor. adicional Puede consultarla con detalle en: https://www.ucm.es/data/cont/docs/3-2018-05-23-Info-Adic-Tratamiento-Investigacién.pdf
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1. DATOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION O PROCEDIMIENTO
(se ruega que estos apartados sean lo mas breves y concisos posibles)

Titulo

Identificacion de nuevos factores moduladores del inflamasoma en las células B

pancreaticas. Comunicacién intertisular intestino-pancreas.

Resumen*

El propdsito principal del Proyecto es la identificacién de las potenciales acciones
antiinflamatorias de los acidos grasos de cadena corta (SCFAs) en las células beta
pancreaticas y la caracterizacion de los mecanismos moleculares implicados, tanto

desde un abordaje in vitro como ex vivo e in vivo.

Objetivos

1. Definir el potencial efecto modulador de los SCFAs sobre la cascada de
activacion del inflamasoma NLRP3 en un modelo in vitro de inflamacion de células

beta pancreaticas.

2. Analizar in vivo el efecto de los SCFAs en la modulacion del inflamasoma
NLRP3 en las células beta de islotes pancreaticos: usaremos un modelo animal de
sindrome metabdlico asociado a catch-up growth caracterizado por presentar
inflamacion intra-islote y disfuncién de células beta, ademas de disbiosis intestinal

y endotoxemia metabdlica tempranas.

Importancia
de la
Investigacion

Explicar los beneficios cientificos de este trabajo en el avance del conocimiento, o en el bien
para la sociedad: El envejecimiento poblacional y estilo de vida occidental
contribuyen a establecer un contexto inflamatorio, fundamental en la patofisiologia
de la diabetes tipo 2 (T2D). En este, y en otros desérdenes metabdlicos, ha sido
descrita una desregulacion del inflamasoma que promueve una excesiva inflamacion
propia de estas patologias. Los acidos grasos de cadena corta (SCFAs), productos
de la fermentacion de la fibra por las bacterias intestinales, y las catelicidinas,
péptidos de defensa antimicrobianos, modulan el inflamasoma en ciertos tipos
celulares pero su papel en célula beta pancreatica y su relevancia clinica en la T2D
aun no ha sido bien establecida. En este sentido, la identificacion de nuevos
moduladores del inflamasoma en las células beta pancreaticas contribuira al disefio
de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a amortiguar dicha inflamacién.

Analisis
previsto de
los resultados

Variable(s) que se va(n) a medir y unidad(es) de medida:

OBJETIVO 1: Gran parte de este objetivo se va a realizar en la linea celular de
insulinoma de rata INS-1E. Sin embargo, determinadas variables deberan ser
testadas también en un modelo ex vivo mas fisioldgico de islotes de Langerhans
de rata Wistar aislados y cultivados. Para el analisis ex vivo/in vitro de los
mecanismos de modulacion del inflamasoma NLRP3 en células beta pancreaticas
las variables son: expresion génica (expresién relativa o RQ) o niveles de
expresion proteica (densitometria, unidades arbitrarias) de elementos de la
cascada de sefializacion del inflamasoma; actividad de la caspasa-1 (emision de
fluorescencia); producciéon de citoquinas (ug/ml); localizacidén por microscopia de

fluorescencia de elementos del inflamasoma (cualitativo).

OBJETIVO 2: Analisis in vivo de la modulacién del inflamasoma NLRP3 en células
beta pancreaticas: test de tolerancia a la glucosa (mg/dl) e insulina (ng/ml);
niveles circulantes de citoquinas proinflamatorias (pmol/L) y acidos grasos de
cadena corta (uM); caracterizacion del fenotipo de macrofagos infiltrados en los
islotes pancreaticos (valores porcentuales relativos de subpoblaciones celulares
respecto a poblaciones de células inmunes mas generales), localizaciéon por
microscopia de fluorescencia de elementos del inflamasoma (cualitativo), masa de
células beta (% area ocupada por las células beta/area total del tejido), replicacion
células beta (% células Ki67+/total de células); expresidn génica (expresién
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relativa o RQ) o niveles de expresion proteica (densitometria, unidades arbitrarias)
de elementos de la cascada de sefializacion del inflamasoma.

Factor(es) que se va(n) a estudiar y niveles (tratamientos) de cada factor:
OBJETIVO 1:

En los estudios in vitro, puntualmente se usaran islotes de Langerhans
aislados de ratas Wistar adultas mantenidas en condiciones estandar de
alimentacion. Sobre estos islotes se aplicaran distintos tratamientos
farmacoldgicos (lipopolisacaridos, ATP o acidos grasos de cadena corta...).

OBJETIVO 2: Sobre los animales, los factores a tener en cuenta son:

A) Dieta: El trabajo que se propone en este Proyecto se centrara en un
modelo de experimentacion en rata Wistar hembras donde los animales son
manipulados nutricionalmente con distintas pautas de alimentacion y que
ha sido previamente validado (de Toro-Martin et al. Endocrinology 2014;
Martinez-Oca et al. J Nutr Biochem 2020). Brevemente, las ratas gestantes
seran sometidas o no a restriccién nutricional del 65% sobre una dieta
estandar (SAFE A04) desde el ultimo tercio de la gestacién y durante la
lactancia. Las crias una vez destetadas se someterdn a una dieta
obesogénica con un alto contenido en grasa (High Fat Diet 45% D12451,
Research Diets). Por tanto se dispondra de 4 poblaciones de 25 semanas
de vida (aprox. 6 meses):

1)Ratas controles (C) : alimentadas ad libitum toda la vida.

2)Ratas subnutridas (S): restriccion del 65% de la ingesta diaria de
alimento hasta el sacrificio.

3)Ratas controles realimentadas con dieta alta en grasa 22 semanas
desde el destete (CHF).

4)Ratas subnutridas realimentadas con dieta grasa 22 semanas desde
el destete (SHF).

A lo largo de todo el estudio los animales son distribuidos aleatoriamente
para recibir los distintos tipos de dieta.

B) Tratamiento con acetato: El acetato sédico (Sigma-Aldrich) se
administrara a un grupo de animales CHF y SHF disuelto en el agua de
bebida previamente esterilizada (dosificacién: 100 y 300 mM) y como ha
sido descrito anteriormente (Macia L. et al. Nat Commun. 6:6734, 2015). El
tratamiento durard 3 semanas, desde la semana 22 hasta la semana 25 de
vida (renovando el agua de bebida por preparados frescos 3 veces por
semana). Las ratas permaneceran con dieta alta en grasa durante todo el
tiempo de tratamiento con acetato.

La distribucion de los animales dentro de los distintos grupos experimentales se
realizara de forma aleatoria.

Modelo(s) estadistico(s) o metodologia(s): Se realizara la comparacién de medias
entre los tratamientos aplicados a los islotes aislados (descritos en los objetivos 1)
o entre las distintas intervenciones nutricionales aplicadas a los animales, seguidas
0 no de tratamiento con acetato (objetivo 2) a través del Analisis de la Varianza
(ANOVA) de una o dos vias segun proceda.
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Este estudio sigue el disefo experimental y modelo estadistico empleado
anteriormente por los miembros del equipo y que se ha plasmado en humerosas
publicaciones cientificas en revistas de primer orden a algunas de las cuales se
hace referencia en la memoria.

(Ejemplo: modelo unifactorial, bifactorial, con bloques, regresién, etc. o comparaciones entre
grupos indicando el tipo de test que se realizara, analisis de la varianza de una via, de dos
vias, etc.)

Tipo de proyecto (Ver art.31 RD 53/2013)

Tipo I [] Tipo II X Tipo III [ |

*Resumen maximo 300 caracteres

2. DATOS DE LOS PARTICIPANTES

Si necesita mas lineas, puede afiadirlas pulsando + a la derecha de la Ultima linea activa

Capacitacion

t it fi i iun RD
Cargo o Puesto | eg°r5'§s/z$'f§'3'§rsd:ﬁg"" Nombre Centro

ECC/566/2015 / en tramite*

Investigador C y B

principal del proyecto Elisa Fernandez Millan | Farmacia

Investigador responsable L,
del disefio de los CyB Fernando Escriva

proyectos y Pons
procedimientos

Farmacia

Miembro del equipo
investigador

Miembro del equipo
investigador

Miembro del equipo
investigador

Miembro del equipo
investigador

Miembro del equipo
investigador

Miembro del equipo
investigador

Miembro del Carmen Alvarez

equipo de trabajo CvB Escol Farmacia

Miembro del B Tamara Fernandez | Otras entidades de
equipo de trabajo Marcelo investigacion

Miembro del

. . B Paula Martinez Oca Farmacia
equipo de trabajo

* Grupo de Categoria segun RD 53/2013. (E.t.): Si esta en tramite (e.t.), indiquese la persona que supervisa la realizacién del
procedimiento. Cumplimentacion obligatoria en todos los miembros.

Observaciones punto 2.

Las capacitaciones de los investigadores son:
° Segun Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre:

Categoria A: personal para el cuidado de los animales.

Categoria B: personal que lleva a cabo los procedimientos.

Categoria C: personal responsable para dirigir o disefiar los procedimientos.

Categoria D. personal especialista en ciencias del animal de experimentacidn con funciones de asesoramiento sobre el

bienestar de los animales:
Categoria D1. Personal especialista en bienestar animal: persona con titulacion universitaria superior en el area de
Ciencias de la Salud, encargada de supervisar y asesorar todos los aspectos relacionados con el bienestar de los
animales.
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Categoria D2. Personal especialista en salud animal: persona licenciada en Veterinaria con formacién
complementaria especializada en animales de experimentacion, encargada de supervisar y asesorar todos los
aspectos relacionados con la salud de los animales.

Segun la Orden ECC 566/2015, de 20 de marzo:

Funcion a: Cuidado de los animales.

Funcion b: Eutanasia de los animales.

Funcion c: Realizacion de los procedimientos.
Funcion d: Disefio de los proyectos y procedimientos.
Funcion e: Asuncidn de la responsabilidad de la supervision «in situ» del bienestar y cuidado de los animales.
Funcion f: Asuncion de las funciones de veterinario designado.

Equivalencias:

Categoria A: funcién a y b / Categoria B: funcion b y c / Categoria C: funcién c y d/ Categoria D1: funcion e /Categoria

D2: funcion fy b

3. DATOS DE LOS ANIMALES (incluidos los modificados genéticamente)
Si necesita mas lineas, puede afiadirlas pulsando + a la derecha de la Gltima linea activa

Descripcion y nimero de animales por cada grupo (incluido/s el/los grupo/s de

control)

' o o o
etk Especie Raza/estirpe/linea Sexo Edad Peso Procedencia RO i
mento (d,m,a) Grupo |Grupos| Total

RATA (Rattus| ,,,. .

1 horvegicus) Wistar H [3m Janvier Labs 10 1 10
RATA (Rattus| |, . .

2 norvegicus) Wistar (gestante) H [3m Janvier Labs 13 1 13
RATA (Rattus| ,,,. .

3 horvegicus) Wistar H |6m Janvier Labs 4 4 16
RATA (Rattus| ,,,. .

4 horvegicus) Wistar H |[6m Janvier Labs 8 6 48
RATA (Rattus| |, . .

> norvegicus) Wistar H |6m Janvier Labs 8 4 32
RATA (Rattus| ,,,. .

6 horvegicus) Wistar H |[6m Janvier Labs 4 4 16

7

8

9

1

Si la procedencia de los
animales es de origen

Janvier Labs (Francia). Transporte por carretera.

externo, indicar el medio CS 4105 LE GENEST ST ISLE

de transporte (Laboratorio de 53941 SAINT BERTHEVIN CEDEX France
procedencia, empresa

suministradora/empresa
trasporte/traslado por parte del

investigador)

Centro de

estabulacion

Nombre y cédigo de
registro:

Registro: ES-28079-0000086)

Farmacia de la UCM
N° de Registro: ES280790000085

[] Instalaciones reglamentadas que el CAI (Animalario de la Universidad
Complutense) tiene en las Facultades de Biologia, Psicologia y Medicina (N° de

X Instalaciones de animalarios oficialmente autorizados y registrados en la UCM
Nombre y Centro : Animalario S.D. de Fisiologia Animal de la Facultad de
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experimentacion.
- Departamento o Laboratorio responsable:

fotoperiodo, humedad, renovacion aire, filtros, limpieza):

instalaciones:

[] Otras instalaciones expresamente disefiadas para la estabulacién de animales de

- Condiciones y mecanismos de control ambiental de los que dispone temperatura,

- Motivos que justifiquen la necesidad de manipular los animales en estas

[] Condiciones y cuidado de los animales no estabulados (animales con propietario):

Observaciones punto 3.

Descripcion y nimero de animales por grupo:

Edad (d, m, a): Escribir d por “dias”, m por “meses” y a por “afios”.

N© por grupos.: Es el nUmero de animales (de cada grupo) por cada experimento.
NO grupos. Es el nUmero de experimentos que se realizara con cada grupo.

N© Total. El nUmero total de animales por cada grupo.

4. DATOS DEL PROCEDIMIENTO ANIMAL*

Si necesita mas lineas, puede afiadirlas pulsando + a la derecha de la Ultima linea activa

Titulo del proyecto: Identificacion de nuevos factores moduladores del
inflamasoma en las células B pancreaticas. Comunicacion intertisular
intestino-pancreas.

Duracion/
Frecuencia

X Adscripcién a un Procedimiento autorizado Referencia, PROEX: Modelo animal de restriccidon nutricional

y posterior realimentacién (BFU2016-77931-R), PROEX 349/15. (Adjuntar copia)

X Breve descripcion de cada procedimiento (P) que se realiza en el Proyecto, indicando
brevemente, en orden cronolégico, la cadena de actuaciones con el animal, asi como la
duracién y frecuencia de cada uno:

Duracién (tiempo que se
estima para realizar el
procedimiento) /
Frecuencia (numero de
veces que se realiza
dicho procedimiento).

P1 Ayuno nocturno para preparacion del animal antes de la realizacion del test
de tolerancia oral a la glucosa: se retira la comida la tarde anterior a la
prueba dejandose ad libitum el agua de bebida.

Duracién/frecuencia P1:
16 h de ayuno/1
vez

P2 Prueba de tolerancia a la glucosa oral (oGTT): se realiza en los los
animales anteriormente ayunados (P1) y totalmente conscientes. Se

administrara a los animales con sonda oral 2g/kg de peso corporal de
glucosa.

Duracién/frecuencia P2:
3 min sonda
oral/rata./1 vez

P3 Recogida de muestras de sangre (< 100ul) tras la administracion de la
sobrecarga oral de glucosa indicada en el P2: la sangre se recoge de la vena
caudal, practicando una pequefia incisién bajo anestesia leve con isofluorano,
a distintos tiempos tras la administracién de glucosa (0, 15, 30, 60 y 120
min), analizandose la concentracién de glucosa con un glucometro compacto
AccuCheck (Roche).

Duracién/frecuencia P3:
2 h hasta recogida
total de todas las
muestras/1 vez

P4 Prueba de tolerancia a la insulina intraperitoneal (ipITT): se utilizaran
animales en periodo postprandial que se inyectaran intraperitonealmente con
insulina soluble a 1 UI/kg de peso corporal. Las variaciones de glucosa en
sangre se mediran en cada muestra después de 0, 15, 30, 45 y 60 minutos
usando sangre de la vena caudal (< 100pl) y un glucometro como se ha
indicado antes.

Duracién/frecuencia P4:
1 min
inyeccion/rata + 1h
espera hasta
recogida total
sangre./1 vez

P5 Tratamiento con acetato: El acetato sodico (Sigma-Aldrich) se administrara
a los animales disuelto en el agua de bebida previamente esterilizada como
ha sido descrito anteriormente (Macia L. et al. Nat Commun. 6:6734, 2015).

Duracién/frecuencia P5:
3 semanas/1 vez

VALORACION DEL USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION EN PROYECTOS DE
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El tratamiento durard 3 semanas, desde la semana 22 hasta la semana 25 de
vida (renovando el agua de bebida por preparados frescos 3 veces por
semana). Procedimiento no invasivo que no se espera cause molestia o
sufrimiento a los animales mas alla de la monitorizacion de ganancia/pérdida
de peso e ingesta.

P6 Duracién/frecuencia P6:

P7 Duracién/frecuencia P7:

P8 Duracién/frecuencia P8:

P9 Duracién/frecuencia P9:

P10 Duracién/frecuencia
P10:

p

Duracién/frecuencia

Severidad esperada del procedimiento (ver anexo I)
Si necesita mas lineas, puede afiadirlas pulsando + a la derecha de la ultima linea activa

Procedimiento Leve Moderado Severo

Sin recuperacion

P1 X

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

OogioooX XXX
OooooooooiLao
OooooooooiBLao

OooooooooiLao

Severidad global esperada de los procedimientos

Severidad global Leve Moderado Severo Sin recuperacion
Segun el
investigador
responsable X O O O
de los
procedimientos
METODOLOGIA
Si necesita mas lineas, puede afadirlas pulsando + a la derecha de la Ultima linea activa
Administraciéon/Inoculacion
CANTIDAD
Via (volumen, peso, Frecuencia Intervalo
etc)
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Producto (indicar principio activo Dosi N° de
cuando sea posible) / osts veces
2g/kg
D-Glucosa 2g/kg peso
, I 1
(solucion acuosa al 40%) Ora peso vez
Insulina humana para inyeccion 1 Ul/kg
(Actrapid 100 Ul/ml; Intraperitoneal 1 Ul/kg peso peso 1 vez
NovoNordisk)
Acetato (acetato sddico de
Sigma-Aldrich) disuelto en el Oral Ad libitum 338%4 1 vez 3
agua de bebida esterilizada sémanas
Toma de muestras
CANTIDAD .
Muestra (in vivo) via (Volumen, peso, | "/ euerieid (100 | NC veces
etc.)
1 x oGTT (0, 15,
. Menos de 100 30, 60. y 120 .
Recogida de sangre Vena caudal microlitros min) 2/animal
1 x ipITT (O, 15,
30,45y 60 min)

Procedimientos conductuales

Si necesita mas lineas, puede afiadirlas pulsando + a la derecha de la ultima linea activa

.. N° de veces
Procedimiento R A .
Breve descripcion Duracion que se realiza /
conductual / Test .
intervalo
No procede
Ayunos
N° de veces que
Ayunos Breve descripcion (indicar si es parcial o total) Duracion serealiza /
intervalo
[ ] Agua
K Comida Total. Antes de la administracion oral de glucosa 16 h 1 vez
para el oGTT.

Procedimientos quiridrgicos

Cirugia: breve
descripcion de la Anestesia Analgesia Duracion estimada
cirugia a realizar
sl ]Sl
No procede [] Inyectable | [ NO [ Previa [INO
(] Inhalatoria [] Solo posterior

5. APLICACION DE METODOS PARA REEMPLAZAR, REDUCIR Y REFINAR (3R) EL USO
DE ANIMALES EN PROCEDIMIENTOS

Justificacion de la necesidad de utilizacion de animales

OH-CEA-UCM-FO1
Versiéon 01-15102020

VALORACION DEL USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION EN PROYECTOS DE

INVESTIGACION

Pag. 8de 19




COMITE DE EXPERIMENTACION ANIMAL Servicio de
Solicitud de Evaluacion y Memoria de Contenidos de Proyecto Investigacion
i (RD 53/2013, Experimentacion Animal) GEISER: Unidad
UNIVERSIDAD Tramitadora
COMI:LIKE‘:I;ENSE FO1-PROYECTOS U01000294
¢Existe un método Si se cree que no existen métodos alternativos, explicar cémo ha llegado a esa

alternativo?? conclusidn. Citar las fuentes consultadas:

En el presente proyecto se propone realizar la caracterizacion de
nuevos moduladores del inflamasoma en célula B pancreaticas desde
tres abordajes complementarios: in vitro, ex vivo e in vivo, lo que
eventualmente puede llegar a ser de relevancia terapéutica para los
pacientes con diabetes de tipo 2. Por ello, y con el fin de minimizar el
namero de animales, una parte importante de estos experimentos se
ha disefiado sobre la linea celular INS-1E secretora de insulina (analisis
in vitro, objetivo 1). Sin embargo, debe ser cuidadosamente
considerada la complejidad fisioldgica del islote pancreatico de
Langerhasn y el hecho fundamental de que el funcionamiento de cada
tipo celular dentro del islote (células beta, alfa, delta, PP y epsilon)
depende de las células vecinas. Es por ello que determinados resultados
obtenidos con la linea INS-1E requeriran ser confirmados en un entorno
mas fisioldgico como son los islotes primarios completos aislados de
ratas (analisis ex vivo, objetivo 1).

Finalmente, metabolitos derivados de otros tejidos pueden condicionar
el crecimiento, la supervivencia y funcionalidad de los islotes
pancreaticos in vivo y favorecer o proteger frente al desarrollo de
patologias metabodlicas como la obesidad y diabetes tipo 2. Con el fin
de estudiar las senales implicadas en la comunicacién intertisular
intestino-pancreas (a través del efecto de los acidos grasos de cadena
corta), el trabajo que se propone en el objetivo 2 se centrard en un
modelo de experimentacion en rata Wistar donde los animales son
manipulados nutricionalmente con distintas pautas de alimentacion y
que ha sido previamente validado gracias a las numerosas
publicaciones derivadas de los resultados obtenidos en él (descrito en
el punto 1 de la memoria de contenidos, apartado "analisis previsto de
los resultados"). Por lo tanto, el uso de animales de experimentacion
es indispensable para la consecucion del objetivo 2 propuesto en este
Proyecto.

Fuentes consultadas:

Alternatives Research & Development Foundation
http://www.aavs.org/html/ardf.html

Alternatives to the use of live vertebrates in Biomedical Research and
Testing http://sis.nlm.nih.gov/altread.cfm

In Vitro Testing Platform (IVTIP): http://www.ivtip.org
Institute for In Vitro Sciences: http://www.iivs.org

The Universities Federation for Animal Welfare (UFAW)
http://www.users.dircon.co.uk/~ufaw3/

Justificar el tamaifio de la muestra (animales/grupo) y método estadistico utilizado para ello

Describa brevemente cada uno de los experimentos que vaya a realizar y el método estadistico propuesto para
el analisis (ver NOTAS). Si necesita mas lineas, puede anadirlas pulsando + a la derecha de la ultima linea
activa
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COMITE DE EXPERIMENTACION ANIMAL
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(RD 53/2013, Experimentacion Animal)

FO1-PROYECTOS

Experimento 1:

Ensayos ex vivo/in vitro a partir de islotes de Langerhans aislados de ratas
Wistar de 3 meses sin ningun tipo de tratamiento dietético o farmacoldgico. El
rendimiento aproximado de islotes/rata obtenido en nuestro grupo es de 250-
300 islotes.

8 réplicas independientes por cada condicidon experimental serd el minimo
establecido por criterios estadisticos (técnicas de muestreo para contrastes de
hipdtesis paramétricos) para alcanzar una muestra representativa que se
pueda someter a un analisis tipo ANOVA con garantias de obtener resultados
estadisticamente fiables, asumiendo diferencias significativas con SD = 1.8,
Alpha = 0.05 y una potencia = 0.8. Para este calculo se ha utilizado el médulo
de estadistica descriptiva StatMate del programa GraphPad, de acuerdo con
las recomendaciones para el caculo del tamafio de una muestra de R. A.
Parker and N. G. Berman (Sample Size: More than Calculations, Am.
Statistician 57:166-170, 2003). Estos criterios se mantendran en el resto de
experimentos a no ser que se indique especificamente otra cosa.

Para cada uno de los ensayos in vitro propuestos se realizaran 6 condiciones
experimentales a comparar simultaneamente. Los ensayos propuesto son:

- Actividad caspasa-1 y liberacion de citoquina IL-1b: considerando que se
plaquearan un promedio de 20 islotes/pocillo, con 6 condiciones
experimentales y 8 replicas para cada condicién, el nimero minimo de
animales requeridos para este estudio es de 8 ratas (20 x 8 x 6 = 960 islotes
X 2 ensayos = 2000 islotes aprox) (2000 islotes/250 islotes/rata =8 ratas).

- Caracterizaciéon de la expresiéon constitutiva de la catelicidina CRAMP en
islotes de rata por RTgPCR: Este ensayo no implica la comparacién con ningun
otro grupo experimental, s6lo queremos confirmar la expresion génica o no de
esta molécula representando el resultado como expresién relativa respecto a
un gen endogeno. Se haran 4 réplicas de 100 islotes cada una, total 400
islotes (400/250 islotes por rata = 2 ratas aprox.)

Experimento 2:

Analisis de la expresion génica de elementos del inflamasoma Nlrp3 por
RTgPCR: se necesitan 100 islotes por réplica x 8 réplicas = 800-1000
islotes/grupo animal a comparar simultaneamente (C, U, CHF, UHF).

1000 islotes/250 islotes por rata = 4 ratas/grupo x 4 grupos =16 animales

Experimento 3:

Realizacién de oGTT e ITT a los animales CHF y SHF tratados o no con acetato
a dos dosis (100 y 300 mM) que se compararan simultaneamente. 6 grupos
experimentales x 8 animales/grupo

Tras recuperarse 2-3 dias se sacrificaran los animales anteriores para tomarles
muestras de sangre, tisulares e islotes pancreaticos para citometria (300
islotes x réplica x 8 réplicas/grupo = 2400 islotes).

Numero de animales por grupo = 8 (48 animales, los mismos que para oGTT e
ITT)

Experimento 4:

Inmunohistoquimica en pancreas completo (replicacion): 8 pancreas/grupo
experimental x 4 grupos a comparar simulataneamente (CHF, SHF con o sin
acetato a una Unica dosis 300mM). NUmero animales = 24
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Experimento 5: Modulacién del inflamasoma tras el tratamiento con acetato. Comprende dos
ensayos con islotes pancreaticos aislados.
Ensayo 1: 30 islotes x réplica x 8 réplicas = 240 islotes/grupo (4 grupos de
comparacién simulatanea: CHF/CHF-300mM acetato/SHF/SHF-Acetato
300mM). 1 rata por grupo. Numero total animales = 4
Ensayo 2: 100 islotes/réplica x 8 réplicas = 800 islotes/grupo (4 grupos de
comparacién simultanea: CHF/CHF-Acetato 300mM/SHF/SHF-Acetato
300mM). 3 ratas por grupo. Numero total animales = 12
NOTAS:

e Sj el andlisis estadistico a realizar en el/los experimento/s propuesto/s es descriptivo o requiere comparaciones o
contrastes de hipodtesis, ya sea entre dos 0 mas grupos en comparacion simultanea, indicar en la Tabla 1 los
parametros a fijar para justificar el tamafio muestral de cada experimento.

e Sise emplea otra metodologia de analisis estadistico (modelos de regresidn, analisis factorial, modelos de
supervivencia, etc.), justificar, en cada caso y brevemente, el tamafio muestral estimado

Estimacion del nimero
total de animales del
proyecto (incluida la cria
de lineas)

OBJETIVO 1:

Para calcular el nimero de animales a utilizar en el presente objetivo se
tendra en cuenta que los ensayos ex vivo/in vitro se realizaran a partir de
islotes de Langerhans aislados de ratas Wistar mantenidas en condiciones
estandar (agua y bebida ad libitum, sin ningun tipo de tratamiento). Se
realizaran 8 réplicas independientes de cada tratamiento in vitro para cada
ensayo con el fin de lograr diferencias significativas con SD = 1.8, Alpha =
0.05 y potencia = 0.8. Para cada uno de los ensayos in vitro propuestos se
realizaran 6 condiciones experimentales.

El rendimiento aproximado de islotes/rata obtenidos en nuestro grupo dada la
amplia experiencia en el aislamiento de islotes pancreaticos es de 250-300.
Los ensayos propuestos en este Experimento 1 son:

- Actividad caspasa-1 y liberacion de citoquina IL-1b: considerando que se
plaguearan un promedio de 20 islotes/pocillo, con 6 condiciones
experimentales y 8 replicas para cada condicion, el nUmero minimo de
animales requeridos para este estudio es de 8 ratas (20 x 8 x 6 = 960 islotes
X 2 ensayos = 2000 islotes aprox) (2000 islotes/250 islotes/rata =8 ratas).

- Caracterizacion de la expresién constitutiva de la catelicidina CRAMP en
islotes de rata por RTqPCR: Este ensayo no implica la comparacién con
ningun otro grupo experimental, sélo queremos confirmar la expresion génica
o no de esta molécula representando el resultado como expresidn relativa
respecto a un gen enddgeno. Se haran 4 réplicas de 100 islotes cada una,
total 400 islotes (400/250 islotes por rata = 2 ratas aprox.)

Total ratas objetivo 1 = 10 ratas Wistar hembras de 3 meses de vida.

OBJETIVO 2:

13 ratas gestantes que se distribuiran aleatoriamente en las distintas pautas
nutricionales segln los modelos descritos en el punto 1 de esta solicitud y
cuyas crias son las que se usaran al alcanzar los 6 meses de vida para los
experimentos que se sefialan a continuaciéon (asumiendo camadas de 9-10
crias):

4 ratas C para 1 experimento

4 ratas S para 1 experimento

24 ratas CHF para 4 experimentos

24 ratas SHF para 4 experimentos

8 ratas CHF+Acetato (100 mM) para 1 experimento

8 ratas SHF+Acetato (100 mM) para 1 experimento
20 ratas CHF+Acetato (300 mM) para 3 experimentos
20 ratas SHF+Acetato (300 mM) para 3 experimentos
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Para calcular el nimero de animales a utilizar en el presente objetivo se
deben tener en cuenta dos tipos de aproximaciones experimentales. A)
Algunos ensayos se realizaran ex vivo a partir de islotes de Langerhans
aislados de ratas Wistar de los grupos mencionados arriba. Se asume un
rendimiento de 250-300 islotes/rata. Se realizaran 8 réplicas independientes
por grupo y para cada ensayo con el fin de lograr diferencias significativas
con SD = 1.8, Alpha = 0.05 y potencia = 0.8. Dependiendo del ensayo, cada
réplica implica un nimero distinto de islotes.

B) En el otro tipo de aproximaciones experimentales cada animal de cada
grupo experimental aportara una Unica muestra bioldgica, necesitandose 8
muestras de cada grupo experimental (8 animales) para establecer
comparaciones con los otros grupos con el fin de lograr diferencias
significativas con SD = 1.8, Alpha = 0.05 y potencia = 0.8.

- Experimento 2: Analisis de la expresion génica de elementos del
inflamasoma NIrp3 por RTqPCR: se necesitan 100 islotes por réplica x 8
réplicas = 800-1000 islotes/grupo animal (C, U, CHF, UHF). Nimero de
animales por grupo = 4 (16 animales)

- Experimento 3: Realizacion de oGTT e ITT a los animales CHF y SHF
tratados o no con acetato a dos dosis (100 y 300 mM). 6 grupos
experimentales x 8 animales/grupo

Tras recuperarse 2-3 dias se sacrificaran los animales anteriores para
tomarles muestras de sangre, tisulares e islotes pancreaticos para citometria
(300 islotes x réplica x 8 réplicas/grupo = 2400 islotes).

Namero de animales por grupo = 8 (48 animales)

- Experimento 4: Inmunohistoquimica en pancreas completo (replicacion): 8
pancreas/grupo experimental x 4 grupos (CHF, SHF con o sin acetato a una
Unica dosis 300mM). Nimero animales = 24

- Experimento 5: Modulacidn del inflamasoma tras el tratamiento con acetato.
Comprende dos ensayos con islotes pancreaticos aislados.

Ensayo 1: 30 islotes x réplica x 8 réplicas = 240 islotes/grupo (4 grupos:
CHF/CHF-300mM acetato/SHF/SHF-Acetato 300mM). Nimero animales = 4
Ensayo 2: 100 islotes/réplica x 8 réplicas = 800 islotes/grupo (4 grupos:
CHF/CHF-Acetato 300mM/SHF/SHF-Acetato 300mM). NUmero animales = 12

Namero total ratas del objetivo 2 = 125 ratas.

Numero total ratas del Proyecto = 148 ratas.

Sin embargo, dado que a lo largo del Proyecto puede resultar algun
experimento fallido se contemplaran 2 hembras gestantes mas con sus 20
crias aproximadas siendo el numero total 170 ratas.

Justificar la necesidad
ausencia de
enriquecimiento
ambiental

En la medida de lo posible se intentara asegurar el enriquecimiento
ambiental de tipo social: no se dejara a un Unico individuo aislado en
una jaula sino que estaran alojados en grupos de al menos 4 animales
(no mas para aquellos animales destinados al estudio nutricional con el
fin de asegurar que se cumple la pauta de alimentacion proporcional en
todos ellos); de tipo fisico: proporcionando habitaculos/jaulas con
espacio mas que suficiente para sus necesidades. No se puede
introducir en la jaula estimulacién de tipo nutricional debido al tipo de
modelo animal que manejaremos.

Métodos de Refinamiento
para mejorar el bienestar
animal?

Justificar las decisiones tomadas: El Proyecto planteado pretende ser, en
parte, una continuidad de un Proyecto anterior (BFU 2016-77931-R)
donde ya se utilizé el mismo modelo animal de experimentacién. En
consecuencia, los estudios que se realicen en este Proyecto se basaran
en resultados previos del grupo evitando asi el tener que realizar
determinaciones innecesarias de parametros ya caracterizados en este
modelo animal y, por tanto, disminuyendo el sufrimiento de los
mismos.
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El alojamiento, los cuidados, asi como los procedimientos seleccionados
en la experimentacion se han refinado para eliminar o reducir al minimo
posible el dolor, sufrimiento, angustia o dafio duradero. En cualquier
caso, las buenas practicas de ensayo de animales estan garantizadas
por el historial del equipo (los miembros del equipo estan habilitados
en las categorias B y C del RD 53/2013).

Medidas para evitar la
repeticion injustificada
de procedimientos

Los estudios que se realicen en este Proyecto se basaran en parte en
resultados previos del grupo evitando asi el tener que realizar
determinaciones innecesarias de parametros ya caracterizados en
este modelo animal y, por tanto, disminuyendo el sufrimiento de los
mismos. De hecho, hay numerosas muestras bioldgicas ya recogidas
del Proyecto anterior (BFU-2016-77931-R) que seran utilizadas en
este Proyecto solicitado. Los Unicos procedimientos que se aplicaran
de manera repetida seran la recogida de sangre en el oGTT y
posteriormente en el ipITT asi como el tratamiento subcrénico con
acetato en el agua de bebida; procedimientos todos ellos leves pero
absolutamente necesarios para la consecucién de los objetivos.

Al plantear el nimero de animales necesario para los ensayos ya se
ha tenido en cuenta el minimo tamafio de muestra para evitar
repeticion innecesaria de procedimientos en un mismo animal.
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Tabla 1. Justificacion del tamaiio de la muestra en cada experimento y en el total del proyecto
(Afiada tantas filas como necesite, pulsando en + a la derecha en la Gltima linea activa)
Experi | 1. Nimero de | 2. Niumero 3. Nivel de 4. Potencia 5. Desviacién | 6. Diferencia 7. Proporcion | 8. Tipo de Namero Namero
mento | grupos que maximo de significacion requerida del | estandar o minima a prevista de test que se | de total de
no se formaran grupos en del test o de test o de los tipica comun* | detectar** pérdidas en va a realizar | animales animales
en el comparacion los tests a tests el "unilateral o | por grupo
experimento simulténea realizar seguimiento bilateral”
(p. e. ANOVA)
1 6 6 0.05 0.8 1.8 bilateral no 10
procede
2 4 4 0.05 0.8 1.8 bilateral 4 16
3 6 6 0.05 0.8 1.8 bilateral 8 48
4 4 4 0.05 0.8 1.8 bilateral 8 24
5 4 4 0.05 0.8 1.8 bilateral 4 16
Numero total estimado de animales necesarios para el proyecto

* Si no se conoce, se puede fijar en 1 y en el apartado siguiente expresar la diferencia que se pide en DT

** Indicar la diferencia significativa entre dos grupos, en términos absolutos o en DT (si se trata de proporciones, expresar esta diferencia en puntos porcentuales)

Observaciones punto 5.

1.- ¢Existe método alternativo?: En este apartado debe indicar las paginas Web relativas a métodos alternativos que ha
consultado. Las publicaciones o justificacion del proyecto, no son fuentes de métodos alternativos.

Puede consultar en la Web de la UCM el enlace a recursos web de métodos alternativos que le pueden servir de ayuda
https://www.ucm.es/reuniones-del-comite

2.- Refinamiento de los procedimientos: reduccion del nUmero de animales utilizados y reemplazamiento por otros animales o
métodos que no utilicen animales vivos. Indicar las medidas empleadas para mejorar el bienestar animal y reducir posibles
situaciones de estrés y/o malestar, incluyendo el empleo de anestesia y/o analgesia

VALORACION DEL USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION EN PROYECTOS DE
INVESTIGACION
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6. MEDIDAS CORRECTORAS PARA REDUCIR EL DOLOR, EVITAR Y ALIVIAR CUALQUIER

FORMA DE SUFRIMIENTO DE LOS ANIMALES A LO LARGO DE TODA SU VIDA,
CUANDO PROCEDA

Si necesita mas lineas, puede afiadirlas pulsando + a la derecha de la ultima linea activa

Analgésicos (principio activo / Frecuencia
Nombre comercial, concentracion) Dosis, Via N° de veces Intervalo
Anestésicos (principio activo / Frecuencia
Nombre comercial, concentracion) Dosis, Via N° de veces Intervalo

Tantas veces

como sea

necesario

durante la

realizacion

Induccién 3% y mantenimiento | de los

Isofluorano 1,5-2,5%. Inhalado. GTT/ITT

7. USO DE PUNTOS FINALES HUMANITARIOS
Destino final de los animales

X sacrificio. Método (actuacién, medicamento / concentracién principio activo,
[TRecuperacién via, dosis, intervalo de dosis,duracion etc.) y nombre de la persona responsable de
P la eutanasia: Decapitacion sin anestesia (dada la necesidad de recuperar tejidos y

muestras sanguineas libres de contaminantes quimicos). La persona responsable
sera la Dra. Elisa Fernandez Millan.

Si no se realiza la eutanasia, actuacion para reducir el sufrimiento a lo largo del resto de su
vida:

[Reutilizacion

Criterios de punto final humanitario o de finalizacion anticipada del estudio o de la
eutanasia anticipada del animal*

Explicar detalladamente el criterio para su aplicacion: En el caso de la administracion de sustancias por via oral
con sonda gastrica (oGTT) se produjese la entrada de la sustancia a la via respiratoria se eutanizara
al animal. No obstante, dada la experiencia del equipo investigador en la realizacién de este
procedimiento no se ha dado nunca el caso de tener que proceder a eutanasia para evitar dolor y
sufrimiento y la recuperacién del animal tras el oGTT es practicamente inmediata.

Enlace a pagina Web INFORMATIVA sobre punto final humanitario https://www.humane-endpoints.info/es

8. DATOS DE LAS MODIFICACIONES GENETICAS (si procede)
Si necesita mas lineas, puede afiadirlas pulsando + a la derecha de la ultima linea activa
Nombre de la linea

modificada Modificacion / Fenotipo/genotipo * Severidad

Cualquier linea afiadida con posterioridad en el proyecto sera clasificada como severa hasta que no se verifique la ausencia de

malestar, dolor o sufrimiento en los animales durante el primer afio de vida o hasta que no se caracterice y valore la severidad
real del fenotipo generado”

* Modificacién/Fenotipo: Especificar la modificacion, el fenotipo a que da lugar.

9. CONDICIONES DE ALOJAMIENTO, ZOOTECNICAS Y DE CUIDADO DE LOS ANIMALES
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Estabulacion
Aislamiento (si/no) Si se aisla (duracioén y justificaciéon)
NO

Método fisico de contencion (jaula metabdlica, cepo de

. .. Duracion Justificacion
sujecion...)

NO

Especificar los requerimientos particulares de manejo (si los hubiera para los animales de este
ensayo)

Problemas conocidos relacionados con la reproduccion y cria de cualquier especie, raza, estirpe o
linea que se vaya a utilizar en el proyecto

NO

Requiere el presente proyecto la modificacion de cualquier parametro medioambiental del animal

NO

Protocolo de supervision de los animales (diario, semanal, mensual, momento critico...)

Diario para controlar la ingesta de alimento y/o tratamiento con acidos grasos de cadena corta.

Observaciones punto 9

Si es necesario el aislamiento en jaula metabdlica /otros métodos hay que justificarlo e indicar medidas paliativas
del estrés que esto supone y deberia considerarse otro procedimiento e incluirlo en ese apartado y describir el tipo
de severidad. Consultar ANEXO IX

EVALUACION RETROSPECTIVA

El proyecto sera sometido a una evaluacion retrospectiva si:

- Utiliza Primates.

- Seincluyen procedimientos clasificados como “severos”.

- La realizacion de procedimientos que conlleven dolor, sufrimiento o angustia severos para los animales
y sea probable que dichos efectos sean prolongados y no puedan ser aliviados, cuando por razones
excepcionales y cientificamente fundadas, se considere necesaria dicha realizacion.

- Si es solicitado por el Comité de ética.

El plazo de presentacion de la evaluacion retrospectiva sera notificado junto con el Informe Favorable donde
se evaluara:

- Si se han alcanzado los objetivos del proyecto.

- El dafio infringido a los animales, incluidos el nimero y las especies de animales utilizados, y la
severidad de los procedimientos;

- Cualquiera de los elementos que puedan contribuir a una mejor aplicaciéon del requisito de las 3R
(reemplazo, reduccién y refinamiento).
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ANEXO I

Clasificacion de la severidad de los procedimientos

La severidad de un procedimiento se determinara por el grado de dolor, sufrimiento, angustia o dafio prolongado
que se prevé que pueda experimentar un animal de forma individual durante el procedimiento.

Seccion I: Categorias de severidad.

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

Leve: los procedimientos a consecuencia de los cuales los animales es probable que experimenten dolor,
sufrimiento o angustia leves de corta duracion, asi como los procedimientos sin alteracion significativa del
bienestar o del estado general de los animales, deben clasificarse como “leves”.

Moderado: |os procedimientos a consecuencia de los cuales es probable que los animales experimenten dolor,
sufrimiento o angustia moderados de corta duracién, o leves pero duraderos, asi como los procedimientos que
pudieran causar una alteracion moderada del bienestar o del estado general de los animales, deben clasificarse
como “moderados”.

Severo: los procedimientos a consecuencia de los cuales es probable que los animales experimenten dolor,
sufrimiento o angustia intensos o moderados pero prolongados, asi como los procedimientos que pudieran causar
una alteracion grave del bienestar o del estado general de los animales, deben clasificarse como “severos”.

Seccion II: Criterios de clasificacion.

La clasificacion de la categoria de severidad tendra en cuenta cualquier intervencion o manipulacion de un animal
en un procedimiento determinado. Se basara en el efecto mas severo que pueda experimentar un animal después
de aplicar todas las técnicas apropiadas de refinamiento.

En la asignacién a un procedimiento de una categoria particular se han de tener en cuenta el tipo de procedimiento
y otros muchos factores, los cuales habran de considerarse caso por caso.

Los factores relativos al procedimiento deben incluir:
- Tipos de manipulacién y manejo;
- Naturaleza del dolor, sufrimiento, angustia o dafio prolongado causados por todos los elementos del
procedimiento, asi como su intensidad, duracién, frecuencia y la multiplicidad de técnicas empleadas;
- Sufrimiento acumulativo en el procedimiento;
- Impedimento de expresar el comportamiento natural, incluidas las restricciones en los estandares de
alojamiento, zootécnicos y de cuidado de los animales.

En la seccidn III se establecen tipos de procedimientos atribuidos a cada categoria de severidad sobre la base de
los factores relativos al tipo de procedimiento de que se trate. Facilitaran la primera indicacion sobre la
clasificacién que seria la mas adecuada para un determinado tipo de procedimiento.

Sin embargo, a efectos de la clasificacion final de severidad de los procedimientos, se han de tener en cuenta los
siguientes factores adicionales, valorados caso por caso:

- Tipo de especie y genotipo;

- Madurez, edad y sexo del animal;

- Grado de aprendizaje del animal para el procedimiento;

- Si se reutiliza el animal, la severidad real de los procedimientos anteriores;

- Métodos utilizados para reducir o suprimir el dolor, el sufrimiento y la angustia, incluidos el refinamiento

de las condiciones de alojamiento, zootécnicas y de cuidado de los animales:
- Uso de puntos finales humanitarios.

Seccion III: Tipos de procedimiento atribuidos a cada categoria de severidad sobre la base de los
factores relativos al tipo de procedimiento.

1. Leve:

a) Administracién de anestesia, salvo para el Unico propdsito de eutanasia:
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b)

c)

d)

e)

f)

9)

h)
i)

3)
k)

D

Estudio farmacocinético donde se administra una Unica dosis y se recoge un numero limitado de muestras
de sangre (totalizando < 10 por cien del volumen circulante) y no se prevé que la sustancia cause ningun
efecto nocivo detectable;

Técnicas no invasivas de diagndstico por imagen en animales (por ejemplo resonancia magnética) con la
sedacion o la anestesia apropiada;

Procedimientos superficiales, por ejemplo biopsias de oreja y rabo, implantacidon subcutanea no quirdrgica
de minibombas y transpondedores;

Aplicacién de dispositivos exteriores de telemetria que Unicamente causan al animal un debilitamiento
menor o una interferencia menor con la actividad y el comportamiento normales;

Administracion de sustancia por via subcutdnea, intramuscular, intraperitoneal, por sonda gastrica e
intravenosa a través de los vasos sanguineos superficiales, donde la sustancia solo tiene un efecto leve
en el animal, y los volimenes se encuentran dentro de limites apropiados para el tamano y la especie del
animal;

Induccién de tumores, o tumores espontaneos, que no causan ningun efecto nocivo clinico perceptible
(por ejemplo nddulos pequefios, subcutaneos, no invasivos);

Cria de animales genéticamente modificados que se prevé que dé lugar a un fenotipo con efectos leves;

Alimentacién con dietas modificadas, que no cubren las necesidades nutricionales de todos los animales y
se prevé que causen una anomalia clinica leve en el periodo de estudio;

Confinamiento a corto plazo (< 24 h) en jaulas metabdlicas;

Estudios que implican la privacion a corto plazo de companeros sociales, enjaulado solitario a corto plazo
de ratas o ratones adultos de estirpes gregarias;

Modelos que exponen al animal a estimulos nocivos que se asocian brevemente con dolor, sufrimiento o
angustia leve, y que el animal puede evitar;

m) Una combinacion o una acumulacion de los siguientes ejemplos puede dar lugar a una clasificacion leve:

19, Evaluacién de la composicion corporal a través de mediciones no invasivas y restriccion minima;

20, Supervision ECG con técnicas no invasivas con una restriccion minima o nula de animales
habituados;

30. Aplicacion de dispositivos exteriores de telemetria que no se prevé que causen ningun
impedimento a animales socialmente adaptados y que no interfieren con la actividad y el
comportamiento normales;

40, Cria de animales genéticamente modificados que no se espera que tengan ningun fenotipo adverso
clinicamente perceptible;

50, Adicién a la dieta de marcadores inertes para seguir el paso de la ingesta;

6°. Retirada de la alimentacién durante un periodo inferior a 24h en ratas adultas;

79. Ensayos en campo abierto.

2. Moderado:

a)

b)

c)

d)

Aplicacién frecuente de sustancias de prueba que producen efectos clinicos moderados, y extraccién de
muestras de sangre (> 10 por cien de volumen circundante) en un animal consciente en el plazo de
algunos dias sin sustitucion del volumen;

Estudios de determinacién de la gama de dosis causante de toxicidad aguda, pruebas de toxicidad
cronica/carcinogenicidad, con puntos finales no letales;

Cirugia bajo anestesia general y analgesia apropiada, asociada con dolor o sufrimiento posquirdrgicos o
alteracién posquirurgica de la condicién general. Los ejemplos incluyen: toracotomia, craneotomia,
laparotomia u orquidectomia, linfadenectomia, tiroidectomia, cirugia ortopédica con estabilizacion efectiva
y cuidado de heridas, trasplante de 6rganos con tratamiento efectivo del rechazo, implantacién quirdrgica
de catéteres, o dispositivos biomédicos (por ejemplo transmisores de telemetria, minibombas, etc.);

Modelos de inducciéon de tumores, o tumores espontaneos, que se prevé que causen dolor o angustia
moderados o interferencia moderada con el comportamiento normal;
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e)

Irradiacion o quimioterapia con una dosis subletal, o con una dosis que de otro modo seria letal, pero con
reconstitucién del sistema inmunitario. Cabria esperar que los efectos nocivos fueran leves o moderados
y que fueran efimeros (< 5 dias);

f) Cria de animales genéticamente modificados que se espera den lugar a un fenotipo con efectos
moderados;

g) Produccion de animales genéticamente modificados mediante procedimientos quirdrgicos;

h) Uso de jaulas metabdlicas que impliquen una restriccion moderada de movimientos durante un periodo
prolongado (hasta 5 dias);

i) Estudios con dietas modificadas que no cubren las necesidades nutricionales de todos los animales y que
se espera que causen una anomalia clinica moderada en el periodo de estudio;

j) Retirada de la alimentacién durante 48 horas en ratas adultas;

k) Provocacién de reacciones de escape y evitaciéon cuando el animal no pueda escapar o evitar el estimulo,
y que se espera que dé lugar a una angustia moderada.

3. Severo:

a) Ensayos de toxicidad en los que la muerte sea el punto final, o en los que se prevean muertes y se causen
estados fisiopatoldgicos intensos. Por ejemplo, ensayo de toxicidad aguda de dosis Unica (véanse las
directrices de la OCDE sobre ensayos);

b) Ensayos de dispositivos en los que el fracaso pueda causar dolor o angustia severos o la muerte del animal
(por ejemplo dispositivos de reanimacién cardiaca);

c) Ensayo de potencia de una vacuna caracterizada por la alteracidon persistente del estado del animal,
enfermedad progresiva que causa la muerte, asociada con dolor, angustia o sufrimiento moderado
prolongado;

d) Irradiacion o quimioterapia con una dosis letal sin reconstitucion del sistema inmunitario, o reconstitucion
con la produccidén de enfermedad de injerto contra huésped;

e) Modelos con induccion de tumores, o con tumores espontdneos, que se espera causen enfermedad mortal
progresiva asociada con dolor, angustia o sufrimiento moderado duradero. Por ejemplo tumores que
causan caquexia, tumores dseos invasivos, tumores que dan lugar a diseminacion metastasica, y tumores
gue se permite que se ulceren;

f) Intervenciones quirdrgicas y otras en animales bajo anestesia general que se espera den lugar a dolor,
sufrimiento o angustia postoperatorios moderados severos o persistentes, o a una alteracion severa y
persistente de la condicidon general del animal. Producciéon de fracturas inestables, toracotomia sin
analgesia adecuada, o traumatismo para producir el fallo multiorganico;

g) Trasplante de érgano donde es probable que el rechazo del érgano origine angustia o la alteracidon severa
del estado general del animal (por ejemplo xenotransplante);

h) Reproduccién de animales con trastornos genéticos que se espera experimenten una alteracién severa y
persistente de su estado general, por ejemplo la enfermedad de Huntington, distrofia muscular, modelos
de neuritis crdénicas recurrentes;

i) Uso de jaulas metabdlicas que impliquen una restriccion severa de los movimientos durante un periodo
prolongado;

j) Choque eléctrico ineludible (por ejemplo para producir invalidez inducida);

k) Aislamiento completo durante periodos prolongados de especies gregarias, por ejemplo perros y primates;

) Tension de inmovilizacion para inducir Ulceras gastricas o fallo cardiaco en ratas;

m) Natacion forzada o pruebas de ejercicio con el agotamiento como punto final.
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