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ANEXO |: PROTOCOLOS DE SUPERVISION EN PROYECTOS
DE EXPERIMENTACION CON PECES



INTRODUCCION Y CONSIDERACIONES GENERALES

El empleo de animales en proyectos de investigacion requiere asegurar que su entorno sea
adecuado para la especie elegida. En particular, en el caso de los peces esto incluye el tamano
y la densidad de animales en el tanque, el control de la temperatura, la iluminacion y el
fotoperiodo. Los peces seran alimentados conforme a una pauta nutricional adecuada para
Su especie y etapa de desarrollo, garantizando tanto el cumplimiento de los objetivos del
proyecto como su bienestar. Adicionalmente, se realizaran cambios de agua parciales
semanalmente cuando el circuito sea cerrado y se regulara la renovacion de agua en el caso
de circuitos abiertos.

Respecto a la supervision del bienestar en peces, deben emplearse métodos no invasivos. El
pesado de los animales, por ejemplo, puede ser contraproducente y generar problemas de
bienestar asociados a la manipulacion ya que los peces deberan ser anestesiados y extraidos
del agua.

Asi, es preciso realizar observaciones regulares de los indicadores de bienestar de los
animales como la apariencia fisica, el comportamiento y la salud general.
Complementariamente, es necesario controlar y medir regularmente la calidad del agua,
incluyendo la temperatura, concentracion de oxigeno, pH y concentracion de amonio,
nitritos y nitratos, de acuerdo a las necesidades especificas de cada especie.

Las observaciones realizadas deben documentarse, permitiendo de esta manera un
seguimiento a largo plazo del bienestar de los peces y la deteccion temprana de problemas.

lgualmente, sera necesario revisar y actualizar los protocolos de supervision en funcion de
los resultados de nuevas investigaciones y evidencias de mejores practicas.

Por altimo, las instituciones, los Comités de Etica en Experimentacion Animal y las personas
que desarrollan proyectos investigacion con peces, deben fomentar el respeto y la
comprension de su bienestar.

En el presente documento, Anexo | que se integra en “La tercera R: Refinamiento.
Protocolos de supervision en experimentacion animal” elaborado por el Comité de Etica
en Experimentacion Animal de la Euskal Herriko Unibertstatea (EHU), CEEA-EHU, se detallan
(1) un protocolo genérico para la supervision de peces, asi como la definicion de criterios de
punto final, asi como (2) un protocolo especifico para la supervision de pez cebra y la
definicion de criterios de punto final.
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PROTOCOLO DE SUPERVISION VY CRITERIOS DE PUNTO FINAL GENERICOS PARA
PECES

La manera mas efectiva para asegurar el bienestar de los peces es mantener unas
condiciones Optimas de cultivo Optimas para cada especie. Para ello, es necesario la
monitorizacion de la concentracion de oxigeno (mantener por encima de 6 mg/L) y de
compuestos nitrogenados (amonio y nitrito a 0 mg/L y nitrato por debajo de 50 mg/L).
Segun el tipo de sistema de cultivo, flujo abierto o sistema de recirculacion acuicola -RAS-,
estos parametros se controlaran aumentando o disminuyendo el flujo de agua y la aireacion
del tanque o bien cambiando el agua y/o revisando el estado del filtro biolégico (si el
problema persiste y los cambios de agua resultan insuficientes), respectivamente.

Observar que el protocolo propuesto es genérico y requerira adaptaciones en funcion del
experimento concreto. Por ejemplo, en el caso de experimentos de toxicologia, hay toxicos,
como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, que tienen un efecto narcotico sobre los
peces que puede manifestarse tras la administracion del tratamiento. Sinembargo, a medida
que va disminuyendo la concentraciOn en agua por evaporacion o los peces los van
metabolizando, los animales se van recuperando. En ese caso convendria establecer una
pauta temporal, teniendo en cuenta la persistencia de los sintomas o el empeoramiento con
el tiempo.

Asimismo, una complejidad en la experimentacion con peces es que muchas veces los
animales no estan identificados individualmente y puede haber bastantes en un mismo
tanque, con lo cual es dificil hacer un seguimiento individualizado.

La supervision de los parametros relativos al bienestar de los animales, asi como el control
de las condiciones de cultivo se realizara diariamente desde el inicio del experimento hasta
el final, coincidiendo con la alimentacion de los animales. Se mantendra un registro de
supervision diario.

PROTOCOLO DE SUPERVISION GENERAL PARA PECES

Los parametros a evaluar incluiran:

Parametro | Puntuacion
Apariencia fisica

Normal 0
Heridas cutaneas o dano en las aletas 1
Consumo de alimento

Normal 0
Sin respuesta a la alimentacion durante 1 dia 1
Sin respuesta a la alimentacion durante 2 dias 2
Natacion

Natacion en la columna de agua 0
Natacion erratica 1
Pérdida parcial o total del equilibrio 1
Actividad
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Normal 0
Boqueo anormal en la superficie del agua 1
Falta de respuesta a estimulos como la presencia del investigador 1

Valoracion: Cualquier pez con una puntuacion de 1 6 mas sera retirado del experimento.
CRITERIOS DE PUNTO FINAL GENERALES PARA PECES

La simple observacion de la ocurrencia de alguno de los parametros de bienestar animal
previamente mencionados dara lugar al punto final. El procedimiento para eutanasia
consiste en una sobredosis de anestésico (como, por ejemplo, tricaina -MS-222-). La dosis y
tiempo de exposicion deberan adecuarse a las caracteristicas de la especie. Se debe de
reconocer la muerte del animal por el cese de la respiracion (movimiento opercular) y del
latido cardiaco.
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PROTOCOLO DE SUPERVISION Y CRITERIOS DE PUNTO FINAL PARA PEZ CEBRA
PROTOCOLO DE SUPERVISION PARA PEZ CEBRA

En el caso especifico del pez cebra se recomiendan las siguientes condiciones de cultivo [1]
para garantizar el bienestar de los animales:

e Fotoperiodo: 14/10 6 12/12 h, nivel de iluminacion constante.

e Temperatura: entre 24y 29 °C, con una temperatura 6ptima de 28 °C.

e Conductividad: entre 150y 1700 yS/cm.

e Durezadel agua: entre 40y 250 mg/L CaCO:s.

e pH:entre6.5y8.

o Compuestos nitrogenados: NH3/NH4*<0.1 mg/L, NO2 <0.3 mg/L, NO3 <25 mg/L.

e Oxigeno disuelto: »5 mg/L.

e Densidad: 5 individuos adultos por litro, hasta un maximo de 10 individuos adultos
por litro. No se recomienda la presencia de menos de 5 animales por tanque por un
periodo prolongado de tiempo.

e Ruido: tan bajo como sea posible, sin cambios bruscos ni vibraciones

Ademas, algln tipo de enriquecimiento (social, visual o nutricional) puede contribuir al
disminuir el estrés en los animales.

Para la supervision de pez cebra, que se llevara a cabo coincidiendo con los momentos de
alimentacion, se describe a continuacion el protocolo propuesto por Martins y colaboradores
en 2016 [2] con adaptaciones menores. Este protocolo puede ser adaptado considerando las
especificidades de los distintos procedimientos experimentales.

Parametro | Puntuacién
Apariencia fisica*

Normal 0
Ausencia repetida de opérculo y aletas, lo que indica posibles 1
comportamientos antagonistas; oscurecimiento/inflamacion de la aleta
Escoliosis/lordosis leve, lesiones en el tegumento, produccion de moco, 2

sobre o subcondicion (obesidad o delgadez), cambio brusco de color,
especialmente palidez

Emaciacion general (baja proporcion cuerpo-cabeza), deformidades 3
corporales generales, escamas ausentes o protuberantes
Consumo de alimento

Normal 0
Sin respuesta a la alimentacion durante 1 dia 1
Sin respuesta a la alimentacion durante 2 dias, incluso alimento vivo 2
Sin respuesta a la alimentacion durante 3 dias, incluso alimento vivo 3
como artemia o rotiferos™

Respiracion

Normal 0
Respiracion entrecortada o agonica o tasa extremadamente baja, casi sin 3

movimiento opercular
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Natacion™*

Natacion en la columna de agua 0
Dificultades para controlar la flotabilidad y/o mantener el equilibrio 2
Natacion sistematica en la superficie o en el fondo del tanque 3
Actividad

Normal 0
Hiperactividad (natacion erratica) o hipoactividad 2
Letargo, sin reaccion a estimulos externos 3
Comportamiento social**

Normal, agrupamiento 0
Aislamiento cuando el alojamiento es en grupo 1
Individuo siempre persiguiendo o siendo perseguido por congéneres 2
Sin respuesta a los comportamientos de sus congéneres hacia si mismo 3

Valoracion: 0-1: normal; 2-8: incrementar la frecuencia de la supervision. Considerar
tratamiento veterinario, incluyendo analgésicos, y analizar la calidad del agua; 9-12:
sufrimiento, consultar al veterinario especializado, considerar la eutanasia; 13-18: estado
grave, eutanasia, reconsiderar el procedimiento experimental.

CRITERIOS DE PUNTO FINAL PARA PEZ CEBRA

Se puede considerar la eutanasia si se observa una puntuacion de 3 en cualquiera de las
categorias del protocolo de supervision, excepto en las categorias relacionadas con el
comportamiento (**), en las que una puntuacion de 3 requiere una observacion minuciosay
repetida para tomar una decision final sobre la eutanasia. (*) Tener en cuenta la edad de los
animales [2].

El procedimiento utilizado mayoritariamente para la eutanasia de peces cebra consiste en
una sobredosis de tricaina (MS-222) a una concentracion »200 mg/L en la que los peces
deben permanecer al menos hasta 10 minutos después del cese del movimiento opercular
[1]. Debido a su naturaleza acida, el MS-222 debe ser tamponado para su uso [2]. También se
utiliza habitualmente benzocaina a una concentracion »250 mg/L [1]. El shock hipotérmico
también se considera un método de eutanasia adecuado para el pez cebra. Este método
implica un cambio repentino de temperatura de al menos 20 °C: desde los
aproximadamente 28 °C del cultivo a agua helada (<4 °C) en la que los peces deben
permanecer al menos 5 minutos evitandose el contacto directo con hielo [1]. Ademas, se
puede considerar una combinacion de ambos métodos: inmersion del animal en una
solucion de tricaina tamponada (100 mg/L) a 28 °C como analgésico seguido de una
inmersion del animal en una solucion de tricaina tamponada (>200 mg/L) a <4 °C como
eutanasia.
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