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1. Introduccion

El empleo de animales en la investigacion y ensefianza involucra responsabilidad de
quienes los utilizan; por tanto, es un deber evitar la crueldad y procurar su bienestar.

Actualmente se impulsa una tendencia en paises de Europa y Estados Unidos para
no utilizar animales en el laboratorio, universidades como Harvard o Stanford
consideran su uso como un método educativo obsoleto. La nueva posibilidad es
utilizar herramientas alternativas para sustituir las practicas con animales a través
del apoyo de simuladores por computadora, maniquies, contar con laboratorios in
vitro, estudios de campo o cadaveres de animales que hayan muerto de manera
natural. Se considera importante que los estudiantes se formen con una cultura mas
ética en el trato de animales.

Sin embargo, cuando no se cuente con herramientas alternativas al uso de animales
y se requiera de su utilizacién, los procedimientos que se realicen deberan cumplir
con un justificado propésito cientifico y de ensefianza, poseer una expectativa
razonable en cuanto a incrementar el conocimiento sobre los diferentes procesos
bioldgicos y proveer la habilidad necesaria para el manejo adecuado de técnicas. Es
necesario tomar en cuenta que esta técnica solo se justifica en la ciencia cuando ese
conocimiento sea en beneficio de la humanidad o de los animales.

Es obligacion de quien manipula animales con fines de estudio procurar darles un
trato y cuidado apropiado y digno, desde los procedimientos de captura y durante su
mantenimiento en condiciones de cautiverio previo al manejo en el laboratorio.

Asimismo, se deberd contar con la preparacion adecuada y conocimientos
actualizados para aplicar el principio de las 3R (Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999) en el manejo de animales en el laboratorio: Reemplazar (utilizacion de
alternativas que produzcan los mismos resultados, tales como experimentos in vitro,
cultivos celulares, modelos inanimados, modelos por computadora), Reducir (utilizar
un nimero minimo de animales), Refinar (utilizar técnicas adecuadas para evitar al
maximo el sufrimiento).

El presente Manual es una guia para estudiantes y profesores para la utilizacion de
animales con fines de experimentacion y ensefianza, con apego a normas éticas y
de manejo.
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2. Captura, transporte y cautiverio

Al realizar la captura de organismos animales, se procurara perturbar lo menos
posible las poblaciones naturales. Es obligacion del profesor instruir a los alumnos a
evitar en lo posible disturbios en el area de estudio.

Para la captura de especies animales silvestres se debera consultar previamente el
CITES asi como la NOM-059-SEMARNAT-2001, ya que por ningln motivo se
debera realizar la captura o muerte de especies en peligro de extincion, ya que se
puede ser sujeto a sanciones por parte de autoridades locales y federales.

Los ejemplares de especies en peligro de extinciéon sélo podran ser capturados en el
caso de trabajos de investigacion que lo justifiguen, de acuerdo a la legislacion
correspondiente.

La captura de animales, silvestres o domésticos debera realizarse conforme lo
contemplan las normas éticas y siguiendo las técnicas especificas para cada grupo.

Los animales deberan ser transportados al laboratorio en contenedores especificos
de acuerdo a la especie. En el caso de animales de laboratorio, es conveniente
hacer uso de las cajas transportadoras las cuales pueden ser de acrilico, 0 madera.
Para el caso de ejemplares de fauna silvestre, para las aves es posible utilizar los
costales de manta, colocando una base (plato) con el fin de que se maltraten lo
menos posible, o jaulas cubiertas con manta para reducir el campo de visién y no se
golpeen contra las paredes de la jaula.

Dependiendo de la duracién del viaje sera necesario mantenerlos con suficiente
alimento y agua, condiciones higiénicas adecuadas y de forma segura para no
producir tension innecesaria sobre éstos.

Las condiciones de cautiverio deben limitarse al menor tiempo posible previo al
experimento. En caso de que se requiera la permanencia de mas tiempo en un area,
se deberan contar con las jaulas, contenedores o albergues necesarios, los cuales
estan en funcion de cada especie. Estos albergues deben ser lo suficientemente
amplios para permitir que el ejemplar pueda estar confortable. El alimento debe estar
disponible de acuerdo a la dieta bajo la cual se mantenia en su lugar de origen. El
agua debe ser fresca y mantenerse en contendores adecuados (botella con chupon,
trasto, etc.). Los principales efectos del estrés en un animal que sufre manipulacion
son cambios en su temperatura y deshidratacion.

Todo traslado requerird de un protocolo detallado en que se contemplen desde los
meétodos de captura hasta la manipulacion y albergue.
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3. Manejo en el laboratorio.

En el disefio de una investigacion o actividad de ensefianza que involucra el trabajo
con cualquier especie animal, uno de los principales aspectos a considerar es su
manejo con apego a normas éeticas.

El investigador o docente debera revisar previamente sus procedimientos
experimentales y evaluar la idoneidad del protocolo a ser utilizado con respecto a los
objetivos del estudio.

Los estudios de conducta en los que no se aplican estimulos dolorosos o en los que
no se manifiesten signos evidentes de angustia son aceptables. Esto incluye
estudios observacionales y otras formas no invasivas de coleccion de datos.

Los alumnos deberan contar con el conocimiento suficiente que les permita
aprovechar al maximo la experiencia, y deberan recibir instruccion previa sobre el
adecuado manejo y las técnicas a desarrollar (anestesia, administracion de
farmacos, toma de muestras, cirugia, etc.)

El animal en estudio debera satisfacer ampliamente los objetivos y requerimientos
de practica.

Los animales utilizados para experimentacion deberan proceder preferentemente de
unidades especiales de reproduccion de animales de laboratorio.

Los animales de origen desconocido no deben ser utilizados, excepcion hecha de
las especies silvestres que sean colectadas bajo su correspondiente autorizacion de
la SEMARNAT o demas dependencias que lo regulen.

La experimentacion con especies amenazadas de extincion solo es justificable si
contribuye a la preservacion de las mismas. Ademéas deberdn estar bajo la
autorizacion de un protocolo revisado y calificado previamente por las autoridades
correspondientes.

Los animales producidos, alojados o en experimentacion deberan recibir el cuidado,
manejo y condiciones ambientales adecuadas (alimento y agua suficiente y espacio
ventilado), asi como atencion médica veterinaria en todo momento.

Los procedimientos deben ser compatibles con los propositos del estudio, a prueba
de fallas, causar un impacto ambiental minimo y realizarse en un area apartada de
los cuartos de animales.

De acuerdo al principio de las 3R, antes que utilizar animales, cuando la practica asi
lo permita, el profesor debera considerar la posibilidad de utilizar otras opciones.

De acuerdo al mismo principio, el nimero de animales utilizados para una préactica
debe ser el estrictamente necesario para dar una respuesta clara a las interrogantes
planteadas; especialmente cuando el procedimiento pueda causar sufrimiento o
dolor.
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Los procedimientos quirdrgicos, o los que ocasionen lesiones o dolor, deberan ser
conducidos con la supervision directa de personal calificado.

En las técnicas experimentales el refinamiento es importante, por lo que se debe
considerar la analgesia y anestesia, la administracion de fluidos y sustancias; y en
su caso, la eutanasia, utilizando procedimientos y métodos confiables, que no
produzcan panico en el animal y seguro para el personal involucrado.

La eutanasia es el acto de matar animales con métodos que induzcan una
inconsciencia rapida y muerte con minimo dolor y estrés. Debe seleccionarse el
método de eutanasia mas adecuado a la especie en estudio, generalmente se
prefieren agentes quimicos que fisicos; un método que provoque la rapida pérdida
de la consciencia, por definicion, una muerte sin dolor. (American Veterinary Medical
Associaton, 2001).

El analgésico y el anestésico deberan seleccionarse para satisfacer los
requerimientos clinicos y éticos, sin comprometer aspectos cientificos del protocolo.

La restriccion fisica prolongada (mas de 6 horas), solo puede ser aceptada cuando
los procedimientos alternos han sido probados y considerados deficientes para el
experimento. Para aliviar la ansiedad puede considerarse un proceso previo de
adaptacion a las condiciones experimentales.

Cuando un animal se encuentre en un estado de tension severa o sujeto a dolor que
no puede ser evitado, aliviado o eliminado con medicamentos u otros métodos
aceptables, se deben tomar medidas para limitar la intensidad y duracién del
procedimiento, y si es necesario, practicar inmediatamente la eutanasia con el
método mas apropiado y realizada por una persona debidamente capacitada.

Como regla general, el mismo animal no debe ser motivo de practicas sucesivas a
menos que la naturaleza de la investigacion asi lo requiera.

Algunos casos especiales con fines de investigacion o ensefianza pueden requerir
procedimientos que implican sufrimiento al animal; estos podran aplicarse sélo si en
los protocolos de experimentacion se justifican plenamente y no existe forma de
sustituirlos o evitarlos. Los siguientes son algunos ejemplos de estos casos (Comité
Institucional para el cuidado y Uso de los Animales Experimentales, 2003)

a. Cuando se requiera eliminar el uso pre y postoperatorio de medicamentos
analgésicos.

b. Cuando se requiera el uso e inmovilizacién prolongada, sin la reduccion de la

percepcion al dolor.

Cuando se apliguen choques eléctricos como método de refuerzo negativo.

En el caso de sometimiento de los animales a condiciones ambientales

extremas como temperaturas muy altas o muy bajas, humedad excesiva,

atmosfera alterada, etc.

e. En experimentos para el estudio del estrés o del dolor.

Qo
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f. En experimentos que impliquen la suspensién en la administracion de agua o
alimento por periodos incompatibles con las necesidades fisiologicas de la
especie.

g. Los experimentos que requieran de la inyeccion del Adyuvante Completo de
Freund.

Cuando un animal no sea utilizado, se debera considerar otra alternativa distinta a la
eutanasia. Cuando se trate de animales de laboratorio, deberan reintegrarse a los
bioterios 0 ser donados a otras personas que puedan cuidar de ellos. Cuando se
trate de animales silvestres, deberan ser evaluados para determinar si son viables
para el retorno a su medio ambiente natural.

En el caso de animales que son sometidos a sustancias biol6gicas o que estuvieron
bajo un contacto directo con animales domésticos y/o de laboratorio, debera
valorarse bajo el personal especializado la viabilidad para su retorno a la vida
silvestre para evitar la diseminacion de enfermedades; procurando valorar su
capacidad para reintegrarse a su medio y garantizar en la medida de lo posible su
supervivencia.

Ningun animal deberd desecharse hasta existir seguridad de que ha muerto. Una
vez terminada la actividad, todo el material, equipo e instrumental utilizado que haya
estado en contacto con los animales deberda someterse a un procedimiento de
esterilizacion.

Los cadaveres de animales sacrificados deberan disponerse de acuerdo a las
medidas de seguridad para agentes biolégicos (NOM-087-ECOL-1995). Los
materiales de desecho, cadaveres o partes de los animales deberan manejarse de
acuerdo al procedimiento de Manejo de residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
conforme la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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4. Recomendaciones técnicas en la manipulacion de los animales en el
laboratorio-

El manejo de los animales debe hacerse utilizando las técnicas de sujecion
recomendadas para cada animal en particular, con gentileza, firmeza y respeto por
el animal, para no causarles fracturas y evitar el sufrimiento.
4.1 Métodos de sujecion de los animales en el laboratorio
El manejo debe hacerse con gentileza, firmeza y respeto por el animal. Para

transferir por ejemplo un ratdon de una jaula a otra debe tomarse de la base de la
cola, usando guantes.

TG |~ --
.rf ’ X

LN

Figuras tomadas de: http://www.slideshare.net/friveroll/manejo-de-animales-de-
laboratorio-presentation

Para sujetar otros animales (figuras subsecuentes) se tomara en consideracion lo
propuesto por Birchard (1994)

Métodos apropiados para sujetar a un conejo y a un cobayo
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Sujecion apropiada de una serpiente venenosa no agresiva y restriccion apropiada
de un lagarto

Forma de restringir a un perico
A utilizando una toalla

4.2 Sitios de venopuncion para obtener muestras de sangre o aplicacion de
anestésicos (Birchard, 1994).

Sitio de puncion de la vena bucal dorsal en una serpiente y de la yugular en una tortuga
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Venopuncion de la safena

Y s media; recuadro, puncion de la
S ;:z:;«;.“-,.rv\;_'* ™ vena lateral del tarso. Forma
de restringir a un perico

= O
N \1"’ — }#f J

i,-, ;;“I o |

F/j B ®

S —hpge |

Vena yugular

Vena cubital cutdnea

Sitios de venopuncién. A. vena yugular, aves menores de 100 g; B. vena yugular, aves grandes; C,
vena cubital cutanea: D. vena tibial caudal.
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5. Procedimientos de anestesia

Los anestésicos utilizados en los animales sirven para provocarles provoca un
estado de inconsciencia con ello se evita su sufrimiento y se puede realizar su
manejo adecuado. Estos farmacos varian de acuerdo los distintos grupos
taxondmicos, se han probado algunos anestésicos especificos, de los cuales se
recomiendan (American Veterinary Medical Associaton, 2001).

Cuadro 1. Anestésicos recomendados para animales con fines de experimentacion y
ensefianza dependiendo del taxén (Olivares, 1996).

Taxon Barbittrico Thopental Ketamina Uretano Exobarbital Thiamynal
(Pentrobarbital (pentotal)
sodico)
Rata 25* |V 20 * IV 22-44 * M 0.75*IP 200 * IP 40-70 * IV
40-50 * IP 40 * IP SOLAL 1%
Ratén 35*IV 25* IV 22-44* M 200 * IP
40-50 * IP 50 * IP
Hamster 35-40 *IP 20 * IV 22-44 * M
40 * IP
Cobayo 30* IV 20 % IV 22-44* 1M 1.5%IP 200 * IP
40* 1P 40-50 “ IP
Conejo 30* IV 20* IV 22-44* M 1.0*IvV 40 * IV 45-60 * IV
30*IP 1.0*IP SOLAL 2%

IV = intravenosa |IP= intraperitonial IM = intramuscular 25* = mg/kg de peso vivo
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Cuadro 2. Anestésicos recomendados para animales con fines de experimentacion y
ensefianza dependiendo del taxdn (American Veterinary Medical Associaton, 2001).

Taxén Aqui-s MS — 222 * Isoflurano + Isoflurano/gelatina- Observaciones
KY/agua ++

Peces Concentracién en
agua de 1 a2 ppm

Anfibios 250-500 mg L™ 3mLLT 0.025-0.0035 mLg™ de Renacuajos y
peso corporal tritones
1-2 gLt
Ranas y
2-3¢gL™? salamandras sapos

Aplicacion topica
en la parte dorsal

Bafios topicos

Reptiles Induccién del 4
al5%
mantenimiento
1a25%

Aves Induccién del 3
al4 %
mantenimiento
1.5 al 2% flujo
de oxigeno 0.5
—1/litro x
minuto

* Las soluciones de mas de un gramo por litro deben taponarse con bicarbonato de sodio.

+ Utilizar una aguja de 25 G para pulverizar isoflurano en agua (debajo de la superficie)

++ Mezclar 3 mL de isoflurano, 1,5 ml de agua y 35 ml de gelatina-KY. Agitar la soluciéon con fuerza hasta que se forme un gel
uniforme, una vez que se consigue la induccion, el gel debe eliminarse con una gasa himeda

10
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5.1 Vias de administracion de anestésicos en los animales de laboratorio

Las vias mas comunes para la administracion de substancias son: subcutanea,
intravenosa, intraperitonial y intramuscular como se muestra en las figuras.

Via intravenosa

Via subcutanea

Silio de inyeccion
__Linea media

Sitio de inyeccion””
intracelémica

Sitio de inyeccién
Y Q intraperitoneal

subcutanea pectoral

Sitio de inyeccitn
intramuscular
-\

7 A\
| el W ey
Via mtraperltoneal T plieetady, "R,
./_',, V o
Sitio de inyeccion intracelémica
intraperitoneal ) . . Sitio de inyeccién

intracelémica
intraperitoneal

S __,-d."
Sitio de inyeccién

subcutanea intramuscular

Figura 11-8. Sitio de inyeccion coman en una serpiente (arriba),

un |:'I':‘ill'll\ feenfra) Y una tortuga I'rllr}rfl.'u.'

11
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6. Eutanasia

La eutanasia se puede realizar con una sobredosis de anestésico inhalado en una cdmara
de induccion. Otra opcion es la induccion de un anestésico inhalado por medio de mascarilla
0 camara, seguido de una sobre dosis de barbitdrico administrado IP o IV. La eutanasia solo
con barbitaricos causa dolor en algunos animales de laboratorio.

> Se muestra la forma de
AN Frl'f manufacturar un  cono
i nasal para administrar
anestesia cortando la
I P parte baja de un cilindro
jeringa de una jeringa de plastico
=T ' ; y material de un guante
e 3 .» de latex. Utilizar el cilindro
= o : de una jeringa de 12 a 60
mL, dependiendo del
tamafio del paciente
(Birchard, 1994).

Pedazo de guante
Area que se____ de latex

debe quitar

Reptiles

Los medicamentos para eutanasia en reptiles se pueden administrar en la misma forma que
en aves y mamiferos (Cuadro 3), usando el seno occipital, 0 intra peritoneal o por via
celomica. Cabe sefalar que pueden pasar varias horas antes de que muera el reptil. Un
método alternativo para eutanasia humanitaria es la decapacitacon repentina después de
haber inducido anestesia.

No se recomienda usar hipotermia (colocacion de reptiles pequefios en el congelador) para
eutanasia, este método es inhumano, en algunos casos permanecen con vida después de
las 48 horas en el congelador.

12
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Cuadro 3. Productos quimicos utilizados en eutanasia por sobredosis (Olivares,

1996).
Especie Barbituricos Cianuro Uretano Eter Bioxido de
carbono
(pentrobarbital 10y 20 %
sodico)
Rata IP IH IH IH
Raton IP IP IH IH
Hamster P IH IH IH
Cobayo P IH IH IH
Conejo v IH \Y IH IH

IP = INTRAPERITONIAL IH = INHALACION IV = INTRAVENOSO

Cuadro 4. Productos quimicos utilizados en eutanasia por sobredosis (American

Veterinary Medical Associaton, 2001).

Taxén Cloruro de Aqui-s MS —222*  |soflurano + Isoflurano/gelatina-  Observaciones
potasio (KCL) KY/agua ++
Peces Concentracion
enagua del
a2 ppm
Anfibios 250-500 3mLL? 0.025-0.0035 mL Renacuajos y
mgL* g™ de peso tritones
corporal
1-2 gLt Ranas y
salamandras
2-3gL* sapos
Aplicacion
topicaen la
parte dorsal
Bafios topicos
Reptiles Induccién del
4al5%
mantenimiento
la25%
Aves Induccién del
3ald4%
mantenimiento
1.5 al 2% flujo
de oxigeno 0.5
—1/litro x
minuto
Mamiferos ~ Anestesia mas
pequefios cloruro de potasio

(KCL) al 5 %

13
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