@ltﬂ/ 1999-2009 AVANCES EN LA INVESTIGACIGN DE

METODOS ALTERNATIVOS
M® José Gémez-Lechon
Centro de Investigacion, Hospital Universitario La Fe
Avda Campanar 21, 46009-Valencia

Durante anos, el uso de animales en experimentacion cientifica ha estado sujeto a
numerosas controversias, tanto desde un punto de vista ético como cientifico. Por ello,
se ha hecho necesaria una adecuada racionalizacién de los esfuerzos y recursos
disponibles para incorporar poco a poco el uso de los denominados “métodos
alternativos” a la experimentacion animal como wuna eficaz herramienta para
investigacion, Pese a que muchas de las piezas bdsicas de los modelos y métodos hoy
utilizados como alternativos fueran conocidas hace décadas, no es hasta la década de
los ochenta cuando cristaliza de manera tangible el interés cientifico y social en favor
de los ensayos alternativos. Casi treinta afios después, lo que en su momento pudo ser
considerado como moda pasajera tiene ya carta de naturaleza. Hay que destacar que a
ello ha contribuido significativamente el firme propdsito mostrado en la dltima década
por la Comisién Europea de reforzar la legislacion que regula actualmente los
experimentos con animales en [a Unidn Europea. Con este fin ha levado a cabo un amplio
periodo de consultas para actualizar la normativa principal en esta drea (la Directiva
86/609/CEE), que protege a los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos. El Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM), que
forma parte del Centro Comin de Investigacién de la Comisidn Europea, se cred en 1991
en respuesta a dicha Directiva para la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos. Esa Directiva exige a los Estados miembros y
a la Comision que apoyen activamente el desarrollo, validacion y aceptacion de métodos
que puedan reducir, mejorar o sustituir la utilizacidn de animales de laboratorio.
Establece, asimismo, que «no deberd realizarse un experimento si se dispone de otro
método cientificamente satisfactorio, razonable y factible para obtener el resultado
perseguido, y que no implique la utilizacion de un animal». Como muestra el siguiente
grafico el desarrollo y publicacién de métodos alternatives, particularmente de
reemplazo, al uso de animales de experimentacion casi inexistentes en los afos
anteriores  sufre  un  significativo  incremento a  partir  de 1992
(http://www.google.es/archivesearch/intl/es/help.html).
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En este contexto, conviene destacar la contribucion de la Comision para fomentar la
investigacion y la competitividad de la Unién Europea en esta drea tan urgente,
ayudando a canalizar recursos hacia programas e instituciones de investigacion que
desarrollen alternativas a los experimentos con animales. $e puede consultar un listado

detallado de los proyectos financiados por la Union Europea dentro de los diferentes
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programas marco en la dltima década cuyo objetivo es desarrollar modelos y estrategias
in vitro para la evaluacion de la seguridad de fdrmacos, cosméticos y productos
quimicos (http://cordis.europa.eu/home _es.html, http://www.ivtip.org/research). Sin duda
ello ha promovido de forma muy notoria el desarrollo de nuevos métodos experimentales
alternativos a la experimentacion animal para investigacion en los dmbitos cientificos y
hiomédicos disciplinas tradicionalmente usuarias de un gran nimero de animales. Entre
las dreas de mayor interds en la aplicacion de procedimientos alternativos se inclugen:
toxicologia, farmacologia, cosmética, fisiologia, biogquimica, biologia celular y
molecular, genética, investigacion de productos e instrumentos de medicina,
odontologia, veterinaria y produccion 1y control en calidad en medicina
(http://buscaalternativas.com/; Http://www.rediris.es/list/info/3erres.himl;
http://caat.jhsph.edu/ http://www.frame.org.uk/; http://www.lal.org.uk/pdf.htm;
file:///d:/reddatos/toxweb?/aet/gtema; http://www.frame.org.uk/3rs/3rsintro.htm
http://altweb.jhsph.edu/; http://www.bfr.bund.de/cd/1508).

Asimismo, hay que destacar la cada vez mayor convergencia del interds comidn por
lograr un menor y mds racional uso de los animales de experimentacion por parte de la
[ndustria, Academia, Administracion y Sociedades de proteccién de animales. Ello se ha
plasmado en Espaiia en la creacion en 1999 de la Red Espafiola de Metodos Alternativos a
la Experimentacion Animal (REMA) integrando y coordinando las iniciativas de Ia
[ndustria, la Administracion y la Sociedad con las del Mundo Cientifico respecto a Ila
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 a la que adn se estin adhiriendo los diferentes paises
europeos. La creacion de estas plataformas ha contribuido de forma decisiva en
fomentar la investigacién para el desarrollo de los métodos alternativos.

Un logro muy importante en el reconocimiento de los modelos alternativos a nivel
nacional fue el consenso alcanzado en 2005 por parte de las sociedades cientificas, las
protectoras de animales, la industria farmacéutica y el Ministerio de Agricultura, Pesca
i AMimentacion, para la elaboracion del Real Decreto 1201/200%5 de [0 de octubre, sobre
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos
fundamentalmente investigacidn. EI Ministerio de la Presidencia espaiiol publico el Real
Decreto como adaptacién a la legislacion europea (Directiva 86/609/CE, 2003/65/CE y
Convenio FEuropeo de Proteccion de los animales vertebrados utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos). £l real Decreto regula especificamente la
experimentacion animal y hay un control sobre ello desde el Ministerio competente y las
comunidades auténomas. Como punto mds interesante debe destacarse la exigencia de
que la experimentacion sea supervisada por el comité ético de cada centro y la creacion
de una Comisién Etica Estatal de Bienestar Animal. La finalidad es asegurar la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos,
inclugendo la docencia. En particular, que se les conceda a los animales utilizados
cuidados adecuados, que no se les cause innecesariamente dolor, sufrimiento, angustia o
lesion prolongados: que se evite toda duplicacidn indtil de procedimientos, y que el
namero de animales utilizados en los procedimientos se reduzca al minimo, aplicando en
lo posible métodos alternativos.
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17344 ReAL DECRETO 1201/2005, de 10 de octubre,
sobre proteccidn de los animales utilizados

para experimantacion y otros fines cientificos.

La Directiva 86/60%/CEE del Consejo, de 24 de noviem-
bre de 1986, relativa a la aproximacion de las disposicio-
nes legales, reglamentarias v administrativas de los Esta-
dos miembros respecto a la proteccién de los animales
utilizados para experimentacién y otros fines cientificos,
tiene como objeto armaonizar |a legislacion de los distintos
Estados miembros de la Unidn Eurcpea en lo que se

los animales de laboratorio y sobre adquisicién y trans-
porte de estos,

La existencia de diferentes drganos para la valoracion
de la oportunidad de las practicas de investigacion revela
la conveniencia de regularlos como instrumento para
lograr los fines enunciados en la mencionada directiva.

La creciente preocupacion de la sociedad por la pro-
teccian de los animales y la calidad de la investigacién, en
la que la observacian, el control, el bienestar, el manteni-
miento ¥ el cuidado de los animales que se utilizan en
axperimentacion es un pilar basico, asi como los cambios
en la legislacidn y los continuos avances cientificos,
hacen necesaria la actualizacian de la normativa vigente.

El articulo 36.2 de la Ley 82003, de 24 de abril, de
sanidad animal, senala que las condiciones sanitarias
basicas aue deben cumuoplir las explotaciones de ani-

El acuerdo de cooperacion mds reciente a nivel mundial se firmd el 27 de abril de 2009
por cuatro organizaciones internacionales para acelerar las alternativas a los
experimentos con animales e impulsar a los esfuerzos internacionales para reducir la
cantidad de animales utilizados en investigacién. Los firmantes son el «Centro Europeo
para la Validacion de Métodos Alternativos» (ECVAM), que forma parte del Centro Comin
de Investigacion de [a Comisidn Europea, el «Programa Nacional de Toxicologia» (NTP) de
los Estados Unidos, el «Centro Interdepartamental para la Evaluacion de Métodos
Toxicologicos AMternativos» (NICEATM), la «0ficina Canadiense de Ciencias de la Salud e
[nvestigacion» y el «Centro Japonds para la Validacion de Métodos Alternativos»
(JaCVAM). Estas organizaciones ya colaboraban estrechamente, pero este nuevo acuerdo
tiene como objetivo formalizar y fortalecer sus actividades conjuntas. Los firmantes
confian en que, gracias a esta colaboracidn, serdn capaces de acelerar el desarrollo y
la validacion de métodos de prueba alternativos que reduzcan la cantidad de animales
utilizados en la investigacidn. Al colaborar de forma mds estrecha, las organizaciones
tambidn esperan acelerar la aceptacion de nuevos métodos por parte de los organismos
requladores, tanto en los paises y regiones involucrados en el acuerdo como en los
demés.

Aunque cologuialmente suelan identificarse los métodos alternativos con las técnicas in
vitro, no son términos sindnimos. Lamentablemente, el reemplazo no es siempre una de
las opciones existentes. Ain existen enormes lagunas en nuestros conocimientos de
biologia que limitan la utilidad de métodos alternativos de forma amplia. Ningin
ordenador actual, modelo celular o ensayo bioldgico pueden simular enteramente, por
ejemplo el mecanismo de funcionamiento del cerebro, por no hablar de las interacciones
con el corazén, el higado y los rifiones. Todos los que trabajan en el campo de la
investigacion médica desean ver Ilegar el dia en que tal descubrimiento nos permita
prescindir de la investigacion con animales. Pero hasta entonces, si la sociedad quiere
que se produzcan tratamientos y curas para enfermedades existentes y por descubrir,
seguird siendo necesario un pequeiio porcentaje de experimentacion adecuadamente
controlada con animales. De hecho algunos tipos de pruebas no pueden Ilevarse a cabo
sin el empleo de animales, al menos en la actualidad. En estos casos, los investigadores
se esfuerzan por reducir el nimero de animales usados en cada experimento. Mediante
un diseio experimental cuidadoso y el empleo de modelos estadisticos sofisticados, los
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investigadores pueden realizar un estudio més completo de los datos obtenidos de cada
animal usado, ademds de utilizar menor nimero de animales mientras los resultados son
igualmente vdlidos. 0tro tipo de alternativa por reduccién consiste en compartir los
animales de experimentacion con otros investigadores para otros proyectos. Los
estudios se pueden diseiar de modo que permitan la recolecciéon del mayor nimero
posible de informacidon del mismo grupo de animales para asi reducir el nimero total de
animales usados. Los logros de la reduccién de animales para investigacién se pueden
resumir en los siguientes puntos: ) reducir al minimo el nimero de animales
utilizados, 2) optimizar los recursos en el diseiio experimental evitando la repeticidn
innecesaria de experimentos, 2) mantener la validez estadistica y apropiada a la
investigacion y 3) optimizar losl cuidados de los sujetos experimentales.

No hay que olvidar, los avances en las alternativas por refinamiento que incluyen
cualquier cambio que permita la reduccidn del dolor o el distrés a que se somete a los
animales, o que mejoren su hienestar y el empleo de técnicas que son menos invasivas
para el animal (http://buscaalternativas.com/).

Los avances mas recientes de la biotecnologia han permitido desarrollar numerosos
métodos que intentan sustituir la experimentacidn con animales. Se trata de reemplazar
a los vertehrados por cualquier otro método que emplee material no sensitivo.
Entendiendo por material no sensitivo agquel 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. Posiblemente sea la reunion cientifica
que tuvo lugar en Soesterberg (Holanda) en 1980, (International Workshop on the
aplication of Tissue Culture in Toxicology, primera de la serie de INVITOX), la primera
de una larga serie de eventos y reuniones de cientificos, donde se comenzo a considerar
que los modelos celulares podian ser una valiosa herramienta para una mejor
comprensién de fenomenos hasta entonces sélo investigados en el animal de laboratorio.
En este sentido, existen hoy dia una variedad de técnicas de experimentacién sin el
empleo de animales, que ademds de constituir un elemento mds dético en préctica
cientifica, pueden ser mds econdmicas y efectivas: el cultivo de células, tejidos y
organos; el uso de especies inferiores en la escala filogenética tales como las
bacterias, la investigacion molecular; los estudios con tejidos post-mortem; los modelos
matemdticos o de simulacién (ej. 0SAR), los estudios epidemioldgicos de poblacidn e
investigacion clinica con voluntarios humanos que estén informados y den su libre
consentimiento a las pruebas. Actualmente, los modelos in vitro en investigacion bésica
son los modelos utilizados de manera rutinaria. La mayor parte de la investigacion
biomédica en sus aspectos mds mecanicistas, se realiza también sobre modelos
celulares. En ocasiones se emplea material procedente directamente de animales o
humanos, y otras veces se emplean células que se han adaptado a crecer
indefinidamente in vitro. Son enormes las ventajas de la utilizacion de modelos in vitro
para investigacién: ) utilizacion de material bioldgico muy homogéneo obtenido con
técnicas estandarizadas, ) posibilidad de utilizar material de origen humano, lo que
puede simplificar la extrapolacidn, 3) posibilidad de estudiar mecanismos de accidon de
una determinada poblacion celular aislada, sin interferencias por otros drganos, células
t orgdnulos, 4 mayor facilidad para objetivar y cuantificar los resultados que los
ensayos in vivo, §) mayor reproducibilidad de los resultados que los de los métodos con
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animales, 6) mayor precisién control en el diseiio experimental, 7) generalmente menor
coste economico y 8) necesidad de instalaciones menos complejas.

ks muy Hamativo el elevado nimero de modelos alternativos in vitro (alrededor de 700)

que se resefan en Internet solo durante la dltima década, como muestra el gréfico
inferior (http://www.google.es/archivesearch/intl/es/help.html).
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No hay que olvidar que por su propia naturaleza los modelos in 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. Los recientes
avances de los dltimos afios en el desarrollo de modelos experimentales in vitro (co-
cultivos, micromasas, cultivos organotipicos, células madre, células manipuladas
genéticamente, etc), la ingenieria tisular y la tecnologia bdsica en cribado (HTS) abren
nuevas y prometedoras perspectivas para la investigacion utilizando modelos de
reemplazo mucho mas complejos, capaces de dar respuestas mas representativas de las
que se obtienen in vivo. $in ninguna duda la investigacién con células madre constituye
uno de los grandes avances de los dltimos afios, abriendo insospechadas posibilidades
en la produccion de nuevos modelos celulares sofisticados para investigacion. Por otra,
la utilizacion de baterias de ensayos en lugar de ensagos o tests individuales y la
utilizacion de ensayos multiparamétricos, que permiten medir simultineamente un gran
nimero de biomarcadores en la misma poblacién celular, han abierto nuevas
posibilidades en la investigacion con modelos in vitro.

Hay muchas potenciales aplicaciones de las células madre humanas para la investigacidn
hdsica y clinica. Sin embargo, todavia hay muchas cuestiones técnicas complejas para
concretar estas aplicaciones de células madre, que serdn superadas solamente con
investigaciones intensas y continuas. Todavia hoy una meta fundamental es identificar
como se diferencian las células madre indiferenciadas.. Las células madre humanas
podrian ser utilizadas para probar nuevas drogas. Por ejemplo, las nuevas medicaciones
para la cura de enfermedades podrian ser probadas en las lineas de células madre
humanas pluripotentes para obtener una mayor eficacia. 0tras clases de células se
utilizan ya para estos fines. Las lineas celulares de céncer se utilizan, por ejemplo,
para probar potenciales drogas antitumorales. Pero, la disponibilidad de células madre
pluripotentes permitiria la prueba de drogas en una gama mds amplia de variedades
celulares.

Un avance en la estrategia para los estudios fundamentalmente en el campo de la
hiomedicina, evaluacion de la seguridad de férmacos, productos quimicos, cosméticos
etc. ha sido el andlisis de los resultados obtenidos a partir de la combinacion de
haterias hien de diferentes ensayos en un mismo tipo de células, o bien de uno o varios
ensayos en diferentes tipos de células de forma que se obtiene informacion
complementaria. La utilizacion de haterias de tests celulares ha mostrado ser una
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estrategia mucho més efectiva que los tests individuales. EI poder predictivo de estas
haterias se incrementa con la ayuda de [los adecuados andlisis bioinformdticas. Por
ejemplo, la precision de la hateria MEIC alcanzé un asombroso 83% de exactitud en la
prediccion de toxicidad aguda humana real, comparado con el 65% de precisién de los
tests animales (http://www.cctoxconsulting.a.se/meic.htm).

La utilizacién de las nuevas metodologias dmicas (gendmica, protedmica, metabolomica y
citomica) junto con las aportaciones de los métodos in vitro e in silico, constituye una
estrategia multidisciplinar de una utilidad sin precedentes. Todo ello unido a ademds a
la tecnologia de cribado de alto rendimiento (high throughput assays), por ejemplo para
el desarrollo de herramientas terapéuticas, posee un potencial de futuro todavia por
explorar. EI desarrollo de arrays de ADN ha permitido estudios de alto rendimiento
cuantificando los niveles de RNA mensajero de diversos sistemas hioldgicos. EI hecho de
que el papel funcional de los mismos sea desempeiiado por proteinas, unido a la falta de
correlacion exhaustiva entre los niveles de transcritos y proteinas han llevado al
desarrollo de tecnologias de alto rendimiento para la determinacion multiparamétrica de
proteinas también. EI aumento de técnicas de protedmica ha sido ademds favorecido por
la relevancia bioldgica asociada a un mejor conocimiento en los niveles de expresion
proteicos y sus modificaciones post-translacionales, y el hecho de que las proteinas
representan también la magor parte de dianas terapdéuticas para ser desarrolladas
farmacoldgicamente. Las mds recientes dmicas (citomica y metaboldmica) se encargan
de relacionar el proteoma con la estructura y funcion celulares. La multitud de
proteinas que constituyen el proteoma participan en complejas vias de transduccion de
sefiales que controlan el metabolismo del organismo y los tejidos, y consecuentemente
influgendo en la sintesis y degradacién de pequeias moléculas. La metabolémica puede
definirse como la ciencia omica més emergente, gque permite obtener un perfil
metabélico de una muestra bioldgica compleja, a través de la combinacion de técnicas
analiticas que generan gran cantidad de datos y del andlisis estadistico multivariante
de ellos. Finalmente, la citomica se define como la ciencia de andlisis celular que
integra los conocimientos de la gendmica y la protedmica con la funcién dindmica de los
sistemas celulares complejos, es decir de los citomas mediante el andlisis de células
individuales.

Finalmente, la nanotecnologia todavia hoy una disciplina emergente, pero con muchas
Iineas de investigacidn y desarrollo abiertas con grandes posibles aplicaciones futuras
en el campo de la de medicina y salud, para reducir los experimentos con animales
mientras se mantiene la seguridad para los pacientes y los consumidores. Entre sus
posibles aplicaciones destacan la creacion de nuevos productos médicos que faciliten la
administracion de férmacos in situ, el screening de nuevas drogas, los métodos
diagnosticos, el seguimiento de los pacientes y las intervenciones quirdrgicas
minimamente invasivas. Conceptos mds futuristas inclugen el desarrollo de dispositivos
integrados capaces de alcanzar especificamente células alteradas (por ej. células
tumorales), detectar defectos en el RNA, DNA o proteinas, seleccionar una droga
apropiada en base a estas caracteristicas, inducir un tratamiento no invasivo,
documentar la respuesta al tratamiento e identificar células enfermas residuales.

AMgunos de los avances mds [lamativos en los dltimos aios se han dado en las dreas de
corrosividad ocular y cutdnea, fototoxicidad y produccidn de anticuerpos monoclonales.
Otros avances menos conocidos, pero también muy importantes, han ocurrido en la
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valoracién de productos bioldgicos, en metodologias de educacion médica y veterinaria y
en el manejo y mantenimiento de animales para fines experimentales. Quizds, uno de los
mas importantes logros, y desde luego un punto de inflexion en la historia de las 3Rs y
los ensayos con animales, fue la supresién en Diciembre de 2007 de la prueba de
estimacion de la Dosis Letal 50 (DL50) de todas las normativas gubernamentales
internacionales de ensayos sobre productos quimicos por la OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development).

Podemos concluir que el gran reto para los investigadores en el futuro deberia ser la
supresion de todos los experimentos con animales. Si existe la posibilidad de una
alternativa cientificamente solida a los experimentos con animales, deberfamos
desarrollarla y utilizarla. ECVAM ya ha validado muchas, y la ciencia ofrece Ia
posibilidad de crear muchas mds. Los avances que en los proximos aios se produzcan
en los campos de la biotecnologia, biologia celular y molecular serdn decisivos para
alcanzar este reto.

Para consultar mds ejemplos de métodos alternativos, se puede consultar el sitio en
internet del Fondo para el Reemplazo de Animales en Experimentacion Médica (Fund for
Replacement of Animals in Medical Experiments, FRAME),
hetp:/fwww.frame.org.uk/drs/3rsintro.ntm, y el de la Sociedad Humana de los Estados
Unidos (Humane Society of the United States, HSUS), http://www.hsus.org/ace/I1388.
También hay informacién relevante en el capitulo sobre “Metodologias Alternativas” del
libro publicado por el Centro de [nformacién sobre Bienestar Animal (Animal Welfare
[nformation Center, AWIC) y titulado “Lo Esencial para la [nvestigacion Animal: Modelo
para Personal Investigador” (Essentials for Animal Research: A Primer for Research
Personnel). Este documento se puede encontrar en: http://www.nal.usda.gov/awic/pubs/
noawicpubs/essentia.htmifa.
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