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Finalidad: Animales de experimentación UE 

12 millones / año según 6º Informe Europeo 2010

@ Según tipo de evaluación de seguridad (8.7%)
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Tipos de evaluación de seguridad

Métodos Alternativos (3Rs):

todo procedimiento 
que permita:

• REFINAR un método para 
disminuir el estrés y el 
sufrimiento de los 
animales

• REDUCIR el número de 
animales

• REEMPLAZAR el uso de 
animales

(Russell & Burch, 1959)

+ Responsabilidad

1. Evitar la repetición innecesaria de experimentos in 

vivo e in vitro: Protocolos y estudios previos. 

Disponibilidad de la información, intercambio. 

Flexibilidad.  Estrategias integradas

2. Modelos Computarizados de Predicción: in silico

• Cinética ambiental de compuestos químicos

• Farmaco-toxicocinética (PB-PK)

• Relación Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR) 

3. Mejoras en el diseño de estudios animales:
• Reducción: número de animales usados

• Refinamiento: minimización del dolor y distres; nuevos modelos

4.  Uso de organismos inferiores no protegidos:

• Bacterias, hongos, protozoos, algas, plantas, animales invertebrados

Alternativas I
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5. Vertebrados en etapas iniciales de desarrollo:

Peces, anfibios, reptiles, pájaros, mamíferos

6.  Métodos In vitro :
• Organos: baños, perfusión, cultivo, cortes, órganos

reconstituidos

• Explantes, reagregados celulares, micromasas, cocultivos

• Cultivo primario de células dispersadas

• Lineas celulares / transgénesis

• Sistemas libres de células

7. Otros:
• Estudios en humanos: Voluntarios, epidemiológicos, vigilancia

• Modelos en la enseñanza y formación: Modelos mecánicos, sistemas 

audiovisuales, y simulaciones por ordenador y de realidad virtual 

(Repetto et al., 1998)

Alternativas II

Bioindicadores in vitro

• Morfología celular y tisular    Forma, tamaño, diferenciación, organelas

• Viabilidad Celular                       Captación de colorantes, adhesión, fagocitosis

• Proliferación Celular Proteinas, DNA, ciclo celular

• Actividad Metabólica Sustancias Reguladoras

Uso de energía, enzimas, pH, biolum. calor.

Síntesis de Macromoléculas

• Citoesqueleto / Membranas Composición y estabilidad

Permeabilidad iónica / Sistem de Transporte

• Señalización celular                   GJIC, citoquinas, NO

• Acidos Nucleicos                       Expresión génica / inhibición

Mutación / degradación / apoptosis

• Sistem. Biotransformacion MFO, P450

• Sistemas Defensivos GSH, G6PDH, metalotioneinas

• Indicadores Específicos             SN, hígado, S Inmune, S Reprod; ej:

despolarizacion

Genómica- Proteómica- Metabolómica- Citómica

MANTENIMIENTO

APLICACIÓN DE 
REACTIVOS

LECTURA DE PLACAS

SIEMBRA DE PLACAS

Procedimiento básico

CULTIVO

CUANTIFICACIÓN
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Apoptosis visualizada mediante:

Hematoxilina eosina TUNEL

Fluorescencia Electroforesis en Gel en

agarosa

Métodos in vivo e in vitro: complementarios

“En muchas areas biomédicas, 

los métodos experimentales in 

vitro son cada vez más 

utilizados como métodos de 

elección en vez de estudios 

animales, no porque 

suministren la misma 

información, sino porque 

suponen la mejor 

aproximación científica a los 

problemas estudiados” 

(Balls et a., 1995)
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Conceptos básicos:

• La validación es el proceso por 

el que se establece la 

reproducibilidad y relevancia de 

un procedimiento para un 

determinado propósito

• La aceptación por las 

autoridades reguladoras de un 

procedimiento consiste en su 

inclusión entre los ensayos 

admitidos en la valoración del 

riesgo
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Etapas en la evolución de ensayos, según 
su finalidad
1.- Desarrollo del ensayo [Lab de origen]

• - Definir Finalidad del ensayo, Utilidad del ensayo,  Diseño del método,

• - Aplicación de compuestos apropiados (estudio intralaboratorio)

• - Consideración de su validación

• - Preparación del protocolo

…………………………………………………………………………………………………………..

2.- Prevalidación: reproducibilidad
• - Fase I: Refinamiento L 1 “Laboratorio líder”

• - Fase II: Transferencia L 1 y 2

• - Fase III: Funcionamiento L 1, 2, y 3

3.- VALIDACIÓN científica (estudio definitivo interlab): 
relevancia

• 3.1.- Diseño del estudio, selección de los ensayos, los laboratorios y los compuestos [Equipo de 
dirección] 

• 3.2.- Codificado y distribución de los compuestos [L independiente]

• 3.3.- Ensayo [L participantes]

• 3.4.- Recogida de los datos [L participantes]

• 3.5.- Análisis de los datos [Analista independiente]

• 3.6.- Evaluación del resultado [Equipo de dirección]

4.- Evaluación del estudio y emisión de propuestas
[Grupo de expertos independientes, Ej. ESAC]

5.- ACEPTACIÓN reguladora
[OECD, UE, organismos nacionales]

Aproximación modular a la validación

Tipos de validación:

• Validación prospectiva

• Sistema modular: flexibiliza al proceso de 
validación mediante 7 módulos independientes, 
cuya  información puede obtenerse de modo 
prospectivo, retrospectivo o combinado

• Validación catch-up o de emparejamiento: se 
comparan los criterios estructurales y de 
funcionamiento de un método con otro similar ya 
validado y aceptado. 

• Mediante el peso de la evidencia, evaluación 
retrospectiva del estado de validación o 
validación retrospectiva.

Problema: el procedimiento de referencia
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Toxicidad aguda in vivo: Reducción 
y Refinamiento
• Método Clásico (TG 401, B1, 

eliminada 2001) 

• Método de la Dosis Fijada FDP 
(TG 420, 2001; B1bis, 2004)

• Método de la Clase Tóxica 
Aguda ATC (TG 423, B1tris)

• Método Arriba y Abajo UD (TG 
425, 2001; Agencias US, 2003)

• Ensayo in vitro para 
seleccionar la dosis de inicio 
in vivo (ICCVAM 2006; Rec Ag 
US, 2008)

Conclusiones:

• Menos del 10% de los animales de experimentación se 
emplean por requerimientos reguladores

• La validación y aceptación de nuevos métodos requiere 
unos 10 años. Para tratar de acelerarlo se han 
desarrollado nuevas estrategias.

• Procedimientos in vitro aceptados: 
– 15 ensayos de toxicidad (corrosividad dérmica, irritación 

dérmica, Irritación severa / corrosividad ocular y fototoxicidad) 

– 1 de toxicocinética (absorción dérmica) 

– 5 de pirogenicidad

– 3 para vacunas, 

– +10 de mutagenicidad (previamente)

• Se esperan más aceptaciones que reduzcan aún más el 
empleo de animales.  
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REMA=

Admón + 
Industria + 
Ciencia + 
Sociedad


