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ANEXO XV-B

CATEGORIAS DE TECNIAS INVASIVAS EN LA EXPERIMENTACION ANIMAL

Los investigadores y los profesores que tienen que utilizar a vertebrados o
invertebrados en su investigacién, ensefianza o pruebas, en el laboratorio o en el
campo, deben observar los principios humanitarios y conocer las directrices del
Consejo Canadiense de Proteccion de los Animales (CCPA), descritas en el documento
Principios éticos de la investigacion animales, y otros documentos del CCPA cuando se
quiere asignar una categoria. Los protocolos deben someterse al comité apropiado de
revision para todo los estudios y cursos que involucren el uso de vertebrados y algunos
invertebrados en las categorias B a E. Los cefalépodos y algunos otros invertebrados
superiores tienen un sistema nervioso tan desarrollado como el de algunos vertebrados;
consecuentemente, las experiencias que usan estos animales se deben clasificar en las
categorias B, C, D, o E.

La lista siguiente de categorias da ejemplos posibles de procedimientos
experimentales que ilustran cada categoria.

A. Experimentos sobre la mayoria de los invertebrados o sobre muestras de
tejidos vivos

Ejemplos posibles: el uso de tejidos cultivados y los tejidos obtenidos de necropsias o
del matadero; el uso de huevos, de protozoarios u otros organismos unicelulares; las
experiencias que implican el aislamiento, incisiones u otros procedimientos invasivos
sobre metazoarios.

B. Experimentos que ocasionen poco o ningln malestar o estrés

Ejemplos posibles: rebafios de animales domésticos (incluyendo las aves), mantenidas
para la produccion comercial o para fines académicos; la inmovilizacion bien ejecutada
y de corta duracion de animales para propésitos de observacion o examen fisico; las
tomas de sangre; la inyeccion de sustancias en cantidades que no ocasionen reacciones
adversas, por las siguientes vias: intravenosa, subcutdnea, intramuscular,
intraperitoneal, u oral, excluyendo las vias intratoracica e intracardiaca (Categoria C);
los experimentos agudos sin supervivencia, en los cuales los animales estan
completamente anestesiados y no se despiertan; los métodos aprobados de eutanasia
precedidos de inconsciencia rapida, como por ejemplo una sobredosis de un
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anestésico, o la decapitacion precedida de una sedacion o de una anestesia leve;
periodos cortos de privacion de alimentos y/o de agua equivalentes a periodos de
abstinencia observados en la naturaleza.

C. Experimentos que ocasionen un estrés menor o un dolor de corta duracion

Ejemplos posibles: canulacién o la cateterizacion de vasos sanguineos o de cavidades
corporales bajo anestesia; procedimientos quirdrgicos menores bajo anestesia, como las
biopsias o las laparoscopias; cortos periodos de inmovilizacion, excluyendo los efectuados
para exdmenes u observaciones menores, pero necesariamente con un estrés minimo;
periodos cortos de privacién de alimento y/o de agua que exceden los periodos de
abstinencia en la naturaleza; experimentos de comportamiento sobre animales
conscientes que involucran una inmovilizacion breve y estresante; la exposicién de un
animal a dosis no mortales de drogas o de sustancias quimicas. Tales procedimientos
no deberian ocasionar cambios importantes en el aspecto del animal, dentro de
parametros fisiologicos como el valor respiratorio o cardiaco, o en la produccion de
heces o de orina, 0 en comportamientos sociales.

Comentarios: Durante o después de los experimentos clasificados en la Categoria C,
los animales no deben manifestar sefiales de automutilacion, anorexia, deshidratacion,
hiperactividad, postracion o suefio prolongado, incremento de vocalizaciones, de
comportamiento agresivo - defensivo, o demostrar un comportamiento de alejamiento
social y aislamiento voluntario.

D. Experimentos que causan una angustia o un malestar de moderado a
intenso

Ejemplos posibles: los procedimientos quirlirgicos mayores bajo anestesia general, con
recuperacion; periodos prolongados (varias horas o mas) de inmovilizacién fisica; la
induccion de estrés comportamental, como la carencia maternal, la agresién, las
interacciones predador/presa; los procedimientos que ocasionan la interrupciéon continta
o irreversible de la organizacion sensomotora; el uso del adyuvante completo de Freund
(véase las Directrices sobre los procedimientos inmunolégicos aceptables por el
CCPA).

Otros ejemplos incluyen la induccién de anormalidades anatdmicas y fisiol6gicas
que resultan en dolor o angustia; la exposicion de un animal a estimulos adversos que no
puede evitar, la induccién de la enfermedad de radiacién; la exposiciébn a drogas o
guimicos en niveles que provocan disfunciones fisiolégicas.
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Comentarios: Los procedimientos experimentales clasificados en la Categoria D no
deberian ocasionar una angustia clinica prolongada o severa que se manifieste por una
gama amplia de sefiales clinicas, tales como anormalidades marcadas en las actitudes
o los tipos de comportamiento, la ausencia de auto-aseo, la deshidratacion, una
vocalizacion anormal, anorexia prolongada, un colapso circulatorio, una letargia profunda
0 una negacion en moverse, y sefiales clinicas de infeccion sistémica o local severa o
avanzada, etc.

E. Procedimientos que ocasionan un dolor intenso, igual o superior al
umbral de tolerancia al dolor en animales conscientes no anestesiados

Esta Categoria de técnicas invasivas no se aplica solamente a los procedimientos
quirdrgicos, sino puede incluir la exposicion a agentes 0 estimulos nocivos cuyos
efectos son desconocidos; la exposicion de un animal a drogas o sustancias quimicas
a niveles susceptibles de afectar notablemente los sistemas fisioldgicos y de causar la
muerte, dolores intensos 0 una angustia extrema; experimentos biomédicos
completamente nuevos que tienen un grado alto de intervenciones invasivas; estudios
sobre el comportamiento en los cuales los efectos de los diferentes grados de angustia
sean desconocidos; el uso de relajantes musculares o de drogas paralizantes sin el uso
en forma concomitante de anestésicos; causar quemaduras o0 traumas a animales no
anestesiados; métodos de eutanasia no aprobados por el CCPA; cualquier
procedimiento (p. €j., la inyeccién de agentes nocivos o la induccion de un choque o de
un estrés intenso) que resultan en un dolor que se acerca al umbral de tolerancia al dolor
y que no se puede aliviar con analgésicos (p. €j., durante estudios que incluyen pruebas
de toxicidad e induccion experimental de enfermedades infecciosas que provocan la
muerte.

Revisado febrero 1991
Tomado del Canadian Council on Animal Care, Manual Volumen 1 (segunda edicién), 1998
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Tabla 1. Escala para valorar el dolor en roedores y lagomorfos®.

Parametro

Peso corporal

Ingesta de agua
y alimento

Piel

Conducta

Postura

Vocalizaciones

Descargas
O6culo—nasales

Respiracion
Temblores

Convulsiones

Postracion

Automutilacion

Severidad
Leve Moderado Severo
(1 punto) (2 puntos) (3 puntos)
-Pérdida de peso

-Sin ganancia de peso.

-El consumo de agua y
alimento es del 40-75%
del consumo normal por
72 horas.

-Piloereccioén parcial.

-Animal sumiso, pero
responsivo.
-Muestra patrones

normales de conducta
ante los estimulos.
-Interactlla con
pares.

Sus

-Encorvado
transitoriamente,
especialmente después
de la dosificacion.

-Vocalizacion transitoria.

-Ligeras y ocasionales.

-Respiracion normal.
-Ocasionales.

-Sin convulsiones.
-Sin postracion.

-No esté presente.

corporal no mayor al
20%.

-El consumo de agua
y alimento es menor
al 40% del consumo
normal por 72 horas.

-Pelo  erizado o
piloereccion marcada.
-Nariz, orejas y patas
palidas.

-Animales sumisos.
-Muestran  patrones
de conducta poco
responsivos, incluso
cuando se les
estimula.

-Poca interaccién con
sus pares.

-Encorvado
intermitentemente.

-Vocalizaciéon
intermitente: vocaliza
cuando se manipula.
-Ligeras, pero
persistentes.
-Respiracion anormal
intermitentemente.
-Intermitentes.
-Convulsiones
intermitentes.
-Postracion transitoria
con duracién menor a
1 hora.

-No esté presente.

-Pérdida de peso corporal mayor al
25%.

-El consumo de agua y alimento es
menor al 40% de lo normal por 7 dias o
presenta anorexia (inapetencia total)
por 72 horas.

-Pelo  erizado 'y signos de
deshidratacién (pérdida de elasticidad
cuténea, ojos hundidos y resequedad
de mucosas).

-Nariz, orejas y patas palidas y frias.

-Indiferente, no responde a estimulos,
ni a la manipulacion.

-Encorvado persistentemente
(paralizado o inmévil).

-Distrés: vocalizacién no provocada.

-Profusas y persistentes.

-Disnea o respiracion anormal.
-Persistentes.

-Convulsiones persistentes.

-Postracion prolongada, con duracion
mayor de 1 hora.

Las medidas correctivas sugeridas en funcién de la puntuaciéon obtenida por cada

animal se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Interpretacion de los puntajes obtenidos y acciones sugeridas por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL) del INP®,

Puntaje obtenido Acciones recomendadas por el CICUAL
S [le -Monitoreo cuidadoso y frecuente (al menos una vez al dia).
(dolor leve)

10-18 puntos -Monitoreo cuidadoso y frecuente (al menos una vez al dia).

(dolor leve-moderado) -Valorar el uso de analgésicos y/o sedantes.

-Monitoreo cuidadoso y muy frecuente (mas de una vez al dia).
19-27 puntos -Implementar el uso de analgésicos y/o sedantes.
(dolor moderado-severo) -Solicitar evaluacién del médico veterinario.

-Considerar aplicar el punto final humanitario.
-Monitoreo cuidadoso y muy frecuente (mas de una vez al dia).
-Implementar el uso de analgésicos y/o sedantes de inmediato.

-Solicitar evaluacion del médico veterinario de inmediato.
28-36 puntos o X . .
-Evaluar el costo-beneficio considerando que el animal esta
(dolor severo) SR
fisiolégicamente muy afectado.
-Detener el experimento.
-Aplicar punto final humanitario.

Las acciones correctivas podran ampliarse dependiendo de cada modelo
experimental.
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Parametro

Condicién
corporal

Posturay
marcha

Ingestay toma
de agua

Conducta social
y actitud
(comportamiento
observado
durante 5
minutos)

Ritmo
respiratorio

Vocalizaciones

Cefaleas o dolor
abdominal

Dolor abdominal

Piel
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Tabla 3. Escala para valorar el dolor en cerdos®.

Severidad
Leve Moderado Severo
(1 punto) (2 puntos) (3 puntos)
-Con ganancia de -Pérdida de condicién
peso menores a | -Pérdida de condicién | corporal: las costillas se

sus  compafieros,
pero sin pérdida de
condicion corporal
aparente.

-Cojera leve, se
presenta
resistencia al
manejo.
-Disminucién del
consumo en el
25%.

-Se resiste al
manejo, pero
mantiene la
conducta
exploratoria.
-Ligeramente
alterado, presenta
jadeos.

-Chillan de manera
incrementada al
intentar el manejo.

-Se
inquietos.

muestran

-No hay muestra de
signos.

-Presentan lesiones
en la piel
(escoriaciones y/o
incisiones).

Av. Insurgentes Sur No. 3700-C, Col. Insurgentes Cuicuilco, C.P. 04530, Alcaldia Coyoacan, Ciudad de México.
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corporal: se aprecia la
musculatura y la linea
dorsal.

-Andar de puntas o
falta de apoyo de
algin  miembro al
caminar, se presenta
resistencia al manejo
y al trasladarse.

-Disminucién del
consumo en el 50%.

-Conducta  agresiva
(adultos), disminuye la
conducta exploratoria
y no muestra interés
en interactuar con sus
compafieros.
-Acelerado, puede
presentar respiracion
costoabdominal

(brinco).
-Pueden llegar a
quejarse aun cuando
se encuentran
echados.

-Oprimen la cabeza en
contra de las barreras
0 barras de la jaula,
rechinan los dientes.

-Rechinan los dientes.
-Menos del 10% de la

piel con inflamacion o
decoloracion.

hacen aparentes; asi como,
los huesos de la cadera. Los
animales dan apariencia de
cabeza desproporcionada”.

-Presenta postracion.

-Presencia de anorexia.

-Se mantienen aislados en
un rincon y muestran clara
depresion.

-Presenta disnea marcada.

-Gimen cunado inhalan.

-La presibn contra las
paredes provoca
escoriaciones en la frente.

-Rechinido de dientes mas
marcado y constante.

-Mas del 10% de la piel con
cambios en color o textura.
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Grimace Scale Posters: Terms of use

The NC3Rs has produced A3-sized posters of the mouse, rabbit and rat grimace scales for display in laboratory
animal facility rooms and corridors to help raise awareness about the scales and familiarise staff with the specific
facial action units.

For a full list of available posters and information on and how to implement grimace scales in your facility please
see our resource page: https://www.nc3rs.org.uk/3rs-resources/grimace-scales/.

Print specifications

The proper use of this poster requires each of the facial action units to be clear and easily discernible, therefore it
must be printed by a professional print service at the full A3 size.

This poster in this pdf has been setup to professional print standards and has crops and bleed added. Please use
the print specification outlined below and the printer will trim the poster to the finished size.

= Finished Size: 420mm x 297mm (A3 portrait)
=  Print specification: Full colour
= Paper specification (ideally): 170gsm silk

If you have any issues, or need the file in another format, please contact enquiries@nc3rs.org.uk.

Circulation and reproduction
The poster in this PDF should not be circulated without this covering page attached to it.

Any requests to reproduce this poster, or to include it in any publications or training materials, should be directed to
enquiries@nc3rs.org.uk. You should include how, why and where the poster will be used so that we can consider
your case for approval. It is helpful to include any associated text, so we can see the context in which the poster
will be put.

Copyright: The attached poster and the content within it are owned by the NC3Rs and its partners. The poster
should not be adapted, and the content should not be sold or used to generate income.

Pioneering Better Science


https://www.nc3rs.org.uk/3rs-resources/grimace-scales/
mailto:enquiries@nc3rs.org.uk
mailto:enquiries@nc3rs.org.uk
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The specific facial action units shown below have been used to generate the The action units should only be used in awake animals. Each animal should
Rat Grimace Scale. These action units increase in intensity in response to be observed for a short period of time to avoid scoring brief changes in
post-procedural pain and can be used as part of a clinical assessment. facial expression that are unrelated to the animal's welfare.

Not present “0” Moderately present “1”" | Obviously present “2"

Orbital tightening
= Closing of the eyelid (narrowing
of orbital area)

= A wrinkle may be visible around
the eye

Nose/cheek flattening

= Flattening and elongation of
the bridge of the nose

= Flattening of the cheeks
(potentially sunken look)

Ear changes

= Ears curl inwards and are angled
forward to form a ‘pointed’ shape

= Space between the ears increases

Whisker change

= Whiskers stiffen and angle along
the face

= Whiskers may ‘clump’ together

= Whiskers lose their natural
‘downward’ curve

W
p

Read the original paper:

Sotocinal SG, Sorge RE, Zaloum A, Tuttle AH, Martin LJ, Wieskopf JS, Mapplebeck JCS, For guidance on using the Rat Grimace Scale, research papers that underpin this

Wei P, Zhan S, Zhang S, McDougall JJ, King OD, Mogil JS. 2011. The Rat Grimace Scale: technique, and for grimace scales in other species, visit: www.nc3rs.org.uk/grimacescales
a partially automated method for quantifying pain in the laboratory rat via facial To request copies of this poster, please email: enquiries@nc3rs.org.uk

expressions. Molecular Pain 7: 55. doi:10.1186/1744-8069-7-55 The NC3Rs provides a range of 3Rs resources at: www.nc3rs.org.uk/resources

Images kindly provided by Dr Jeffrey Mogil, McGill University

N C National Centre
for the Replacement
3 Rs Refinement & Reduction
of Animals in Research
The Rat Gr1 Scal
Research has demonstrated that changes in facial expression provide a means of assessing pain in rats.

0001242 NC3Rs mouse/rat facial posters_A3_AW_010915.indd 2 01/09/2015 15:30



NC Rt EZzANewcastle
3 R S Refin_ement_ & Reduction UnlverS]_ty
of Animals in Research

The Rabbit Grimace Scale

Research has demonstrated that changes in facial expression provide a means of assessing pain in rabbits.

The specific facial action units shown below comprise the Rabbit Grimace Scale. The action units should only be used in awake animals. Each animal should
These action units increase in intensity in response to post-procedural pain and be observed for a short period of time to avoid scoring brief changes in facial
can form part of a clinical assessment alongside other validated indices of pain. expression that are unrelated to the animal's welfare.

Action units

Not present “0" Moderately present “1" Obviously present “2"

Orbital tightening

= Closing of the eyelid
(narrowing of orbital area)

= A wrinkle may be visible around the eye

i

Cheek flattening

= Flattening of the cheeks.
When ‘obviously present’,
cheeks have a sunken look.

Tt oM™

= The face becomes more angular
and less rounded

L

Nostril shape

= Nostrils (nares) are drawn vertically
forming a 'V' rather than ‘U’ shape

= Nose tip is moved down towards
the chin

Whisker shape and position

= Whiskers are pushed away from
the face to ‘stand on end'

= Whiskers stiffen and lose their natural,
downward curve

= Whiskers increasingly point in the same
direction. When ‘obviously present’,
whiskers move downwards

Ear shape and position

= Ears become more tightly folded /
curled (more cylindrical) in shape

ol
i
T d

Do

= Ears rotate from facing towards the
source of sound to facing towards

the hindquarters ' g
¥
= Ears may be held closer to the back A
or sides of the body 5 p‘ J
Read the original paper: Keating SCJ, Thomas AA, Flecknell PA, Leach MC (2012) Evaluation of EMLA To request copies of this poster, please email: enquiries@nc3rs.org.uk
cream for preventing pain during tattooing of rabbits: Changes in physiological, behavioural The NC3Rs provides a range of 3Rs resources at www.nc3rs.org.uk/resources

and facial expression responses. PLOS ONE 7(9): €44437. doi:10.137 1/journal.pone. 0044437 Images kindly provided by Dr Matthew Leach, Newcastle University

For guidance on using the Rabbit Grimace Scale, additional images of each action unit,
research papers that underpin this technique, and for grimace scales in other species,
visit: www.nc3rs.org.uk/grimacescales

The Rabbit Grimace Scale would not have been developed without the continuing work of the
Pain and Animal Welfare Sciences Group (PAWS) at Newcastle University
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Di Giminiani et al. Development of the Piglet Grimace Scale

Forehead profile

Temporal tension

Not present (0) Moderately present

(1)

Obviously present

(2)

Not present (0) Moderately present Obviously present
(2)

The gradient {slope) of the forehead changes from a slightly concaved profile (0]
to an increased forehead gradient (1) and to an obviously increased forehead
gradient with flat profile.

The ear base is moved slightly upwards and backwards. The distance between
the base of the ears is slightly {1) or substantizlly reduced (2) with the ears
moved upwards & backwards (2).

Cheek tension

Not present (0) Moderately present
(1)

o ol i —'S.

Obviously present
(2)

Mot present (0) Moderately present Obviously present
(1) (2)

The eys aperture decreases with eyelid semi-closed (1) to substantially and
completely closed {2).

The cheek change from a rounded and bulging appearance (0] to a slight (1) or
considerable (2] flattening as the cheek tension increases.

Tension above eyes Lower jaw profile
Not present (0) Moderately present Obviously present Not present (0) Moderately present Obviously present
(1) (1) (2)

Orbital tightening

The eyebrow changes from a gently (0) to a more prenounced (1) and to The profile of the lower jaw changes from a concaved (0] to a slightly (1) or more
considerable curving of the eyebrow obvious (2) flatter (less concaved) appearance, with skin on the lower jaw
becoming tighter.

Upper lip contraction Snout plate changes

Not present (0)

The profile of the snout plate appears to flatten {become less concaved) and the
thickness/depth of the snout plate seems to increase in thickness from 0to 2.

Moderately present Obviously present

(1) (2

Not present (0) Moderately present Obviously present

(1) (2)

A bulge above the upper lip increasingly becomes slightly (1) or obviously (2)
evident, with the size of the canine notch increasing.

Snout angle Nostril dilation

Not present (0) Moderately present Obviously present

(1) (2)

u -

The dilations of the nostrils appear to increase (expand) from a resting position
(0} to slightly {1) or mare obvious (2).

Mot present (0) Moderately present Obviously present

The snout appears contracted with a bulging of top-line and wrinkles increasing
in depth and prominence on the bridge of the nose from 0 to 2. As the snout
profile changes, the angle of the snout plate relative to the mouth decreases.

FIGURE 3 | Collection of images and explanations for each of the 10 facial action units (FAUs) included in the development of the Piglet Grimace
Scale. For each FAU, an explanation of the 3-point scale is included (0 = not present, 1 = moderately present, 2 = obviously present).
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