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Siempre deben buscarse técnicas alternativas al uso de animales para el avan-
ce del conocimiento cientifico, pero cuando estas no existan, o las existentes
no sean lo suficientemente eficaces, debemos contar con la experimentacion
animal adoptando una posicidn bioética. El gran dilema ético, considerado el
problema social en esta investigacion, es el uso de animales en la experimen-
tacién y el cumplimiento de aspectos bioéticos, lo que nos lleva a reflexionar
acerca de las ventajas y limitaciones de los métodos que se emplean para lo-
grar resultados cientificos, siendo el objetivo de este trabajo. Desde una posi-
cion bioética, se debe aceptar el uso de animales para experimentacién, pero
solo bajo ciertas condiciones. Las investigaciones en el campo de la farmaco-
logia, laincorporacion de la bioética en el marco de la experimentacion clinicay
la observacion conjunta de todos los resultados, permitira establecer las bases
para proponer indicaciones precisas del producto LECISAN® y su futuro regis-
tro como medicamento.

Alternative techniques to the use of animals in the pursuit of scientific knowledge
should always be sought, but when these do not exist, or when existing techni-
ques are not sufficiently effective, we must use animal experimentation, adopting
a bioethical position. The great ethical dilemma, which is the social problem ad-
dressed in this research, is the use of animals in experimentation and compliance
with bioethical aspects. This leads us to reflect on the advantages and limitations
of the methods used to achieve scientific results, which is the objective of this pa-
per. From a bioethical standpoint, the use of animals for experimentation must be
accepted, but only under certain conditions. Research in the field of pharmacolo-
gy, the incorporation of bioethics into the framework of clinical experimentation
and the joint observation of all the results will make it possible to establish the
basis for proposing precise indications for the product, LECISAN®, and its future
registration as a medicine.

Experimentacion animal; bioética; investigacion preclinica; ensayos clinicos.
Animal experimentation; bioethics; alternative methods.
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1. Introduccion

El dilema ético en la experimentacién animal esta en relacién con la posible
contraposicién entre dos valores: posibilidad de causar dafio y sufrimiento a los
animales en el experimento y la necesidad de estos experimentos para garantizar
la seguridad en estudios clinicos. La ética es una rama de la filosofia considerada
un saber racional, entonces, esto la convierte en una herramienta para el estudio
fundamentado y objetivo de los valores morales. Es por esto que se considera

de gran importancia que el investigador muestre sus principios

Las ideas de Bernard y de morales cuando va a desarrollar algun tipo de estudio (Salazar-

Darwin plantean que las
verdades fundamentales de

la condicién humana podrian
examinarse con mas claridad

Raymond et al., 2018). Desde una posicion bioética, se debe
aceptar el uso de animales para experimentacion, pero solo bajo
ciertas condiciones (Molina et al., 2018; Leyton, 2018).

En la antigliedad, los conocimientos se basaban en buena par-
te en la observacion y la diseccién anatdmica. La investigacion

y quiza hasta mas pulcritud en animal ha estado desde el principio en el centro de la controver-
sistemas animales vivos sia. En 1543, Andrés Vesalio instaurd las bases de la anatomia

humana moderna como disciplina cientifica, al tiempo que puso
en duda el valor de la anatomia comparada. Fue en el siglo XIX
cuando se incrementaron los trabajos realizados en animales, primero a través
de los estudios pioneros del fisidlogo Claude Bernard y luego a través de las
enigmaticas teorias de la evolucion de Charles Darwin. Las ideas de Bernard y
de Darwin plantean que las verdades fundamentales de la condicién humana
podrian examinarse con mas claridad y quiza hasta mas pulcritud en sistemas
animales vivos. Bernard realiz6é activamente estudios en animales siendo vene-
rado hasta nuestros dias por su uso de la viviseccion, sin embargo, Darwin fue
muy consciente y percibié el conflicto que conlleva comprender que sus teorias
permitian, y hasta cierto punto estimulaban, el uso de la investigacién en anima-
les (Aranda-Garcia y Pastor-Garcia, 2016).

Desde el siglo pasado los experimentos con animales han desempefiado un pa-
pel crucial en el desarrollo de la medicina moderna, mas aun, no se conoce nin-
guna drea de la medicina que no deba muchos de sus principales avances a la
experimentacién animal. Las primeras leyes de proteccion a los animales fueron
promulgadas en Inglaterra a mediados del siglo XIX y sentaron las bases del
abordaje ético en las investigaciones. Posteriormente estas ideas se propagaron
a América; a partir de ese momento empezé a contemplarse la dimension ética
de las investigaciones cuando el sujeto experimental era un animal y se comen-
z6 a desarrollar ensayos clinicos experimentales en humanos, partiendo de los
resultados obtenidos en experimentacion animal (Leyton, 2018; Rosado, 1996).

Otra forma de enfocar la ética en la experimentacién con animales y determinar
sus limites es la adoptada en 1964 por la Asociacién Médica Mundial, reunida
en Helsinki. Esta declaré que la investigacion médica en sujetos humanos “debe
estar basada en pruebas de laboratorio adecuadamente realizadas y en experi-
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mentacién con animales”. En efecto, en los cédigos de ética para la investigacion
biomédica los ensayos con animales son una obligacién. Segun el Cédigo de
Nuremberg, cualquier experimento hecho en seres humanos “debe ser disefiado
y basado en los resultados de investigacién animal” (Rodriguez-Yunta, 2007).

Se calcula que la experimentacion con animales ha ayudado a incrementar la
esperanza de vida del hombre en 20 afios. Siempre deben buscarse técnicas al-
ternativas al uso de animales para la bisqueda del conocimiento cientifico, pero
cuando estas no existan, o las existentes no sean lo suficientemente eficaces,
debemos contar con la experimentacion animal (Leyton, 2018).

Sin los estudios preclinicos, la Unica alternativa seria que los humanos se con-
virtieran en los sujetos in vivo, y ese es un riesgo que la industria farmacéutica
ni organismos regulados aceptarian. Controversialmente, no po-
Desde el punto de vista bioético, demos obtener resultados fieles o exactos tras investigaciones
. ) preclinicas, con un nivel de precision que garantice total extra-
los animales no son, por si polacién para el estudio de candidatos a farmacos. Se puede ci-
mismos, sujetos de derechos tar, por ejemplo, la prueba de eficacia de candidatos a farmacos
ni de responsabilidades, pero para manejo de la depresion y, en casos como este, el riesgo
pasa de los animales, a los humanos. No obstante, a estas limi-
taciones, los animales contindan siendo imprescindibles para la
responsabilidades hacia ellos: investigacion cientifica. Pese a que en el pasado se utilizaron
los animales no son sujetos todo tipo de animales, hoy en dia entre el 95y el 97% de los ani-
males utilizados para experimentacion cientifica se componen
de ratas, ratones, monos y perros y, dentro de ellos, los ratones
y ratas de laboratorio son la mayoria, con los que compartimos
el 95% de los genes. Cabe destacar que el 76% de los Nobel de medicina desde
1901 han contado con experimentacién animal para obtener sus resultados, lo
que deja claro su importancia (Leyton, 2018).

las personas si tenemos

morales, pero si objetos morales

Se debe tener en cuenta que una de las caracteristicas que diferencian al ser hu-
mano de otras especies es que es un sujeto ético; es decir, estd genéticamente
capacitado para prever las consecuencias de sus actos, para hacer juicios de
valor y distinguir el bien del mal, eligiendo libremente hacer lo uno o lo otro. Entre
las preocupaciones éticas que ha desarrollado el ser humano estan el amor a la
naturaleza, la defensa medioambiental, la preocupacién por la biodiversidad y la
bioseguridad. La ciencia nos ensefa el valor de la preservacion de las especies
bioldgicas y de la integridad de los ecosistemas. Por otra parte, desde el punto
de vista bioético, los animales no son, por si mismos, sujetos de derechos ni de
responsabilidades, pero las personas si tenemos responsabilidades hacia ellos:
los animales no son sujetos morales, pero si objetos morales. Aun admitiendo
que los animales no tuvieran capacidad moral, tampoco queda justificado el ejer-
cer crueldad sobre ellos y la responsabilidad de no ocasionar dafios innecesarios
recae en el ser humano (Mukerjee y Writer, 1997; Rodriguez-Yunta, 2007).

La ciencia debe abordarse desde la perspectiva de los problemas gnoseoldgicos
y metodoldgicos y como un tipo de actividad social que requiere de un estudio
sistematico de las interrelaciones entre ella, la tecnologia y la sociedad (Bayés-
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Céceres et al.,, 2019). Para la solucién de problemas sociales se requiere de co-
nocimiento; son multiples los ultimos avances en el mundo obtenidos tanto en
estudios clinicos, como en laboratorios, datos estadisticos y hallazgos cientifi-
cos, que tienen énfasis critico sobre todas aquellas cuestiones que ain no han

sido fehacientemente demostradas en el campo de la investiga-

Se propone corroborar, sobre cién (Ortega-Suérez et al., 2018).
bases cientificas, los efectos En los ultimos afios se han realizado mdltiples investigaciones

que puedan justificar su uso
terapéutico de manera racional

para develar los efectos nutricionales de la soja y su impacto en
la salud humana. A partir de su composicién se teoriza acerca
de las propiedades y variados usos de la soja. La lecitina de soya

en enfermedades que generan cuenta con propiedades antioxidantes y excelentes atributos
mayor morbimortalidad en la nutricionales, presentes en el LECISAN®, producto natural regis-

actualidad, lo que permitira
el mejoramiento de la salud y
calidad de vida de la poblacion contienen lecitinas de soja son de los més utilizados en el mun-

cubana

trado como suplemento nutricional por el Laboratorio Farmacéu-
tico Oriente, en nuestro pais. Existe un incremento del consumo
de este producto a nivel global, y los suplementos dietéticos que

do, sin embargo, es ampliamente utilizado por otras propiedades
que se le confieren, como el efecto hipolipemiante y adelgazante
(Cala-Calvifio et al., 2017; Lemus et al., 2017).

También ha cobrado relevancia el descubrimiento de moléculas clave que actuan
como blancos terapéuticos, asi como sus conexiones y mecanismos existentes,
tal es el caso de los 4cidos grasos de la serie omega (n-3, n-6), presentes en las
leguminosas como la soja. Es sabido lo dificil que es la obtencién de nuevos
farmacos naturales como alternativas o terapias complementarias en enferme-
dades crénicas no transmisibles como la obesidad y las dislipemias, de ahi parte
la idea del estudio de este suplemento, como posible candidato a farmaco en el
tratamiento de las mismas (Cala-Calvifo y Morris-Quevedo, 2022).

Tras la evaluaciéon del LECISAN®, que destaca por sus potencialidades, investi-
gadores de la Universidad Médica de Santiago de Cuba proponen el desarrollo
del proyecto sectorial Efectos nutricionales, farmacologia y toxicologia preclini-
ca del LECISAN® (PS1086 02SC-002), con un disefio metodoldgico que contem-
pla estudios experimentales in vivo, in vitro e in silico para ofrecer un aporte a la
farmacologia del producto. Se propone corroborar, sobre bases cientificas, los
efectos que puedan justificar su uso terapéutico de manera racional en enferme-
dades que generan mayor morbimortalidad en la actualidad, lo que permitira el
mejoramiento de la salud y calidad de vida de la poblacién cubana, aspecto en el
cual radica el aporte social del presente trabajo.

La investigacidon tiene como problema cientifico la insuficiente evidencia cienti-
fica de los efectos biolégicos del LECISAN® y los mecanismos moleculares de
produccién de los mismos con el supuesto de que este suplemento nutricional
modifica parametros bioquimicos y de composicién corporal, modulando siste-
mas efectores relacionados con la regulacién del metabolismo lipidico, el estado
oxidativo metabdlico y la competencia inmune. Si se demuestran estos supues-
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tos, con la investigacién preclinica que se propone, pudiera considerarse como
un potencial medicamento natural.

El gran dilema ético, considerado el problema social en esta investigacion, es el
uso de animales en la experimentacioén propuesta en dicho proyecto y el cumpli-
miento de aspectos bioéticos, lo que nos lleva a reflexionar acerca de las venta-
jasy limitaciones de los métodos que se emplean para lograr resultados cientifi-
cos, siendo el objetivo de este trabajo.

2. Investigacion cientifica con animales

La investigacion cientifica con
animales es hoy mas reducida,

La investigacion cientifica con animales es hoy mas reducida, extremadamente
controlada para no infligir dolor y tiende a encontrar modelos alternativos, pero
de momento ningun sistema artificial puede recrear la complejidad de un orga-
nismo vivo (Beauchamp, 1992; Vega-Angeles y Ortiz-Millan, 2021). Los principios
de las tres erres (reemplazar, reducir y refinar) promueven la uti-
lizacion de alternativas al uso de animales en las pruebas con
medicamentos, primando la salvaguarda del rigor cientifico y
mejorando el bienestar animal cuando el uso de los animales no

extremadamente controlada pueda evitarse. Siempre deben cumplirse los estandares de bien-
para no infligir dolor y tiende a estar en el tratamiento de los animales en todos los aspectos del

encontrar modelos alternativos,

desarrollo, fabricacién y pruebas con medicamentos (Russell y
Burch, 1959). Existen normativas a nivel internacional, descritas

pero de momento ningdn en Cadigo Sanitario para los Animales Terrestres (2023) (OMSA,
sistema artificial puede recrear 2023), y en la directiva 2010/63/UE del parlamento europeo y

la complejidad de un organismo del consejo (UEOD, 2010), cuyo fin es proteger a los animales

Vivo

usados con fines cientificos y con el objetivo ultimo de reempla-
zar toda la investigacion con animales por métodos alternativos
(CARE, 2017; Pérez-Lopez et al., 2018).

El principio de reemplazo se pone en practica cuando se utilizan, siempre que
sea posible, un procedimiento, métodos o estrategias de ensayo cientificamen-
te satisfactorios que no conlleven la utilizacién de animales vivos, por ejemplo,
cultivos de tejidos, ensayos in vitro, simulacién con modelos de computadoras
o sustituir mamiferos por animales invertebrados. Reemplazar conlleva sustituir
mediante el uso de técnicas alternativas y técnicas de simulacién. La fundacién
para alternativas en el uso de animales de experimentacion, procura encontrar
nuevas técnicas para la sustitucion de los animales para la investigacion. Existen
innumerables areas en las que no es posible usar alternativas como: investiga-
ciones de comportamiento del dolor, cirugia experimental, accién de drogas, en-
tre otros, que constituyen limitaciones en su aplicacién (Herrmann, 2019).

El principio de reduccién implica optimizar los recursos en el disefio experimen-
tal, utilizando el menor nimero de animales, siempre que ello no comprometa
los objetivos del proyecto, ni se alteren los resultados estadisticos significativos
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(Pérez-Lépez et al., 2018). El refinamiento implica perfeccionar métodos y técni-
cas utilizados en procedimientos para reducir al minimo el dolor, sufrimiento, an-
gustia o dafio permanente a los animales. Es por ello que los proyectos que con-
templan la experimentacion animal valoran el uso de analgésicos, anestésicos
y el enriquecimiento ambiental, es decir, mejorar su bienestar
tanto fisico como psicolégico identificando y proporcionandoles
los estimulos ambientales necesarios para optimizar calidad de
vida del biomodelo, la calidad del ambiente y el mantenimiento
y técnicas utilizados en de medios de cultivo. Involucra también la estandarizacién de los
procedimientos para reducir al modelos utilizados (Pérez-Lépez et al., 2018; Herrmann, 2019).

El refinamiento implica
perfeccionar métodos

minimo el dolor, sufrimiento, Segun Rodriguez-Yunta (2007), entre las posturas extremas de
condenar toda investigaciéon con animales considerandola irre-
levante y la de exagerar y promocionar el importante papel de
la investigacion con animales como modelo para enfermedades
humanas, se adopta la postura intermedia de considerar el uso
de animales en investigacién como necesario en el estado actual de la ciencia,
para ajustarse al imperativo moral de curar y prevenir enfermedades humanas,
pero buscando formas de reemplazar y reducir el nimero de animales y de dis-
minuir su sufrimiento.

angustia o dafio permanente a
los animales

La aplicacion del principio de las tres erres trae consigo una serie de ejercicios
valéricos, que pueden servir como modelos para el estudio de escenarios alter-
nativos de solucion de conflictos, ademds de aquellos inherentes a la experiencia
de la ciencia humanitaria. La responsabilidad, como marco general de reflexién,
plantea que la ciencia y la investigacion en particular, no tiene valor absoluto,
sino que se ponen al servicio de la persona, la sociedad y el uso sustentable del
ambiente (Pérez-Lépez et al., 2018).

3. Respaldo de la investigacion bajo un proyecto

Garcia et al. (2019) sugieren utilizar los fundamentos que estan en proyectos
aprobados para realizar el analisis de los problemas sociales relacionados con
lainvestigacion. La aprobacién de proyectos de investigacién biomédica y practi-
cas en animales depende de los comités de ética para el cuidado y uso de anima-
les, quienes deben evaluar los aspectos éticos y metodoldgicos para garantizar
el buen manejo y uso de los animales. Deben ser evaluados aspectos que van
desde la obtencién de los biomodelos de un proveedor reconocido, tenencia y
manejo, alimentacidn, procedimientos para obtencién de resultados y hasta su
muerte o método de eutanasia, incluso el destino final de los mismos (Herrmann,
2019; Heredia et al., 2021).

El desarrollo de un nuevo medicamento es un proceso largo y costoso cuyo
objeto es investigar en distintas fases, preclinicas y clinicas, que el nuevo far-
maco reune los requisitos de calidad, seguridad y eficacia, exigidos para su co-
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Es un proceso complejo en

mercializacién y administracién al ser humano. Es un proceso complejo en el
que la investigacién y la simultanea toma de decisiones, van encaminadas a la
identificacién y validacion de una diana de terapéutica; se trata de seleccionar,
entre un importante nimero de compuestos, aquel que, por sus caracteristicas
farmacocinéticas, farmacodinamias y de toxicidad, sea mas eficaz, seguro y de
facil manejo clinico (Zurita-Cruz et al., 2019). Todo esto requiere
un notable esfuerzo humano y de recursos técnicos y econémi-
cos, por este motivo se valora como favorable la participacién

el que la investigacion y la de varios centros calificados y certificados para la misma, lo que
simultdnea toma de decisiones, garantiza el cumplimiento de normas éticas relacionadas con el

van encaminadas a la

cuidado y proteccion animal.

identificacién y validacion de La investigacion propuesta se lleva a cabo con la participacién

una diana de terapéutica

3.1. Primera etapa

3.2. Segunda etapa

del Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED), el Labora-
torio de Ciencias Bésicas Biomédicas de la Universidad de Cien-
cias Médicas (LCBB), el Laboratorio de Anticuerpos y Biomode-
los Experimentales (LABEX-cim) de Santiago de Cuba y el Centro de estudios
de Biotecnologia Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente. Las tareas de
investigacion del proyecto se planifican en tres etapas de su disefio.

Se realiza un estudio de farmacologia preclinica experimental utilizando el pro-
ducto suministrado como materia prima por la planta procesadora de soya a los
Laboratorios Farmacéuticos Oriente, para la produccion del producto registrado
LECISAN®. Se emplearan como biomodelos ratas wistar, conformando grupos
de experimentacion que recibiran el producto de ensayo y un grupo control con
alimentacidn libre de lecitina de soya, lo que permitird la comparacioén. De cierta
manera, un adecuado disefio, que permita aplicar técnicas bioestadisticas con
aporte de resultados estadisticamente significativos, es también parte del re-
finamiento en la investigacién. El objetivo principal en esta fase es determinar
el efecto del producto ensayado sobre la composicién corporal de las ratas. Se
realiza en un modelo in vivo, mediante bioimpedancia eléctrica, técnicas de di-
seccién corporal y andlisis de parametros antropométricos.

Se realiza un estudio de farmacologia preclinica experimental para determinar el
efecto sobre el perfil lipidico, hematoldgico, immunoldgico y el estado oxidativo.
Los resultados de los estudios in vivo se complementan con varios ensayos in
vitro para evaluar la actividad antioxidante y de igual manera los resultados he-
matoldgicos e inmunoldgicos.
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3.3. Tercera etapa

Con el uso de herramientas bioinformaticas o ensayos in silico se realiza simu-
laciéon del acoplamiento molecular entre ligando y receptor (Docking molecu-
lar), lo que predice orientacion y posicion en sitio activo escogiendo uniéon mas
probable, teniendo en cuenta elementos como la energia libre (AG), eficiencia
del enlace (EL) y constante de disociacion (Ki) (Ballén-Paucara y Grados-Torrez,
2019; Pinzi y Rastelli, 2019). Junto al anélisis estadistico-mate-
matico de los datos, estos procedimientos facilitan un avance en

El protocolo en la investigacion, el entendimiento de los efectos preclinicos del producto sobre
prevé el uso de anestesia parametros nutricionales a partir del estudio de la estructura y

por via intraperitoneal,

que se administra por

funciones moleculares, la prediccion de la fuerza de asociacion
o la afinidad de enlace, con la ayuda de modelos computaciona-
les, son elementos claves para el entendimiento de los posibles

investigadores expertos en mecanismos de produccion tanto de los efectos farmacoldgicos,
estos procedimientos, y evita el como de los efectos tdxicos. La asociacidn entre moléculas bio-
’

sufrimiento animal

I6gicamente relevantes, juega un papel central en la transduccién
de sefales y esto llevara a un mayor entendimiento de la farma-
cologia del producto (Torres et al., 2019).

Los resultados de ensayos in vivo e in vitro efectuados en las dos primeras eta-
pas, permitiran identificar las biomoléculas objeto de simulacién molecular en
la tercera etapa. La aprobacion de un protocolo invasivo no garantiza que se
obtendra un beneficio, pero si implica que se impondra un dafio a los animales,
entonces, cuando los procedimientos causen dolor, se debe evitar con el em-
pleo de anestesia o analgesia, refinando la metodologia (Herrmann, 2019). El
protocolo en la investigacion, prevé el uso de anestesia por via intraperitoneal,
que se administra por investigadores expertos en estos procedimientos, y evita
el sufrimiento animal relacionado con el dolor que puedan experimentar tras la
colocacién de los electrodos y el paso de la corriente eléctrica que lleva impli-
cito el método propuesto (Cala-Calvifio et al., 2021). Se planifica como método
de eutanasia la dislocacion cervical, como un método simple y comun aplicado
en pequeiios animales causando inconsciencia inmediata y muerte instantanea
tras la separacion de las vértebras cervicales del craneo; este método se efectia
con rapidez y permite la obtencién de tejidos sin contaminacion quimica (Pérez
y Melgar, 2015).

4. La obtencion de resultados cientificos

Gran parte de los estudios, que se llevan y se han llevado a cabo habitualmente
en animales de experimentacion, proporcionan resultados que no siempre han
podido ser extrapolados al hombre, aun siendo de gran valor para la evaluacién
toxicoldgica. La idea de que la mayor parte de los efectos observables en el ani-
mal (tanto farmacoldgicos, como toxicoldgicos) son escalables en funcion de
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parametros tales como peso, tamafio relativo de érganos, superficie corporal,

etc., tienen en el metabolismo la prueba mds evidente de su inexactitud, lo cual

esta relacionado con las variaciones en sistemas enzimaticos

Dentro del cuestionamiento entre especies. Este hecho constituye una de las limitaciones en

la investigacion preclinica o no clinica, como se conoce actual-
mente (Leyton, 2018).

ético a la experimentacioén con
animales esta el hecho de que
los resultados no se pueden

La accion farmacoldgica de un compuesto in vivo depende de
la biodisponibilidad, y que lo haga en un rango de concentracién
extrapolar del todo a la salud establecida, por encima o por debajo del cual no ejercera una
humanay se requiere que, accion eficaz, o bien manifestara reacciones adversas. De cara
a un uso racional de los animales, en aquellos experimentos
en los que ineludiblemente deba hacerse uso de ellos, se debe
considerar que el confinamiento en laboratorios distorsiona la
respuesta natural de los animales y el estrés sufrido por los ani-
males enjaulados tiene una gran influencia alterando respuestas
fisioldgicas y el correcto desarrollo corporal (Nuffield Council on Bioethics, 2005;
Rodriguez-Yunta, 2007).

de todos modos, se realice
investigacion en seres humanos

La investigacion se lleva a cabo con ratas de la linea wistar, consideradas como
el biomodelo universal, lo que consideramos adecuado al aplicar el principio de
refinamiento. La biotecnologia ha permitido el avance cientifico-técnico y ha
procurado una vida mejor, pero no hacer un uso reflexivo y controlado de este
conocimiento podria poner en riesgo nuestra vida y la de futuras generaciones,
aspecto que se analiza en este proyecto considerando el no uso de biomodelos
modificados genéticamente (Cala-Calvifio et al., 2021).

Dentro del cuestionamiento ético a la experimentacién con animales estd el he-
cho de que los resultados no se pueden extrapolar del todo a la salud humana
y se requiere que, de todos modos, se realice investigacion en seres humanos
(Rodriguez-Yunta, 2007). Cuando un investigador utilice alternativas que reem-
placen, reduzcan el nimero de animales utilizado y refinen las técnicas emplea-
das, siempre debe considerarse las ventajas y limitaciones en el disefio de la
investigacion (Morales, 2015; Herrmann, 2019).

Aunque solamente algunos métodos in vitro se han aceptado desde el punto de
vista regulatorio, otros se encuentran en fase muy avanzada de prevalidacion o
validacion. Los métodos in vitro se usan principalmente para el cribado rapido e
identificacion de efectos téxicos pero la informacion que proporcionan es en mu-
chas ocasiones parcial. Aun asi, hoy en dia, no cabe ninguna duda de que ofrecen
ventajas intrinsecas muy destacables para la evaluaciéon de nuevos farmacos,
dada su simplicidad, disponibilidad, bajo coste, facil control de las variables ex-
perimentales, necesidad de cantidades muy pequefias de la molécula en estudio
y la posibilidad de realizar los estudios en etapas muy tempranas del desarrollo
de un medicamento (Martinez-Hidalgo, 2021; de las Heras, 2021).

Para los defensores de animales es esencial saber cudl es la necesidad de usar
modelos animales cuando existen métodos alternativos, tales como los mode-
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La mas sofisticada tecnologia

los matematicos de simulaciones de computacién y los cultivos celulares. Sin
embargo, estos procedimientos pueden servir para reducir el nimero de anima-
les en experimentacion, pero no pueden predecir con fiabilidad el efecto de un
producto quimico en los sistemas de drganos combinados del cuerpo con toda
la complejidad requerida; se utilizan para examinar y determinar el potencial téxi-
co de una sustancia en fases iniciales de investigacidn, reduciendo asi el nimero
total de animales requerido, pero el examen final debe realizarse en un sistema
completo y vivo. La mas sofisticada tecnologia no puede imitar las complicadas
interacciones entre células, tejidos y 6rganos que se dan en humanos y animales.
Los cientificos deben entender estas interacciones antes de introducir un nuevo
tratamiento o sustancia en el organismo humano (Rodriguez-Yunta, 2007).

Los cultivos de células permiten el uso de una baja y definida concentracion de
reactivos, pero las células procedentes de organismos multicelulares no pue-
den desarrollarse en medios de cultivo sin suplementos. Para el desarrollo de la
mayoria de las lineas celulares empleadas en estudios in vitro,
se requiere la adicion al medio de hormonas y otras sustancias
reguladoras y control fisicoquimico (pH, temperatura, presién os-

ploNelN T RN ETAEENeo ol [0 EER  mtica, tension de oxigeno y gas carbonico para las células cul-
interacciones entre células, tivadas) para que las condiciones fisiolégicas sean constantes

tejidos y 6rganos que se dan en
humanos y animales

y actualmente se invierte bastante en ensayos o procedimientos
preparativos que pueden ayudar en la estandarizacion del pro-
ceso. En los cultivos celulares se dificulta correlacionar las ca-
racteristicas funcionales de las células ubicadas en el tejido del
cual son derivadas, pues en la mayoria de los casos presentan
propiedades muy diferentes; se necesita la utilizacion de marcadores celulares
para la caracterizacion en cultivo y garantizar que las células aisladas y propa-
gadas en cultivo son las mismas que se sembraron. Estos elementos a grandes
rasgos, constituyen limitantes para estos estudios y deben considerarse al pla-
nificar una investigacion de farmacologia preclinica (Martinez-Hidalgo, 2021; de
las Heras, 2021).

En la segunda etapa de este proyecto se realiza el analisis morfométrico de te-
jidos diana que constituyen depdsitos grasos de interés en cuanto al riesgo que
supone su incremento para la salud (Campa-Fernandez, 2017). Examinando es-
tos cambios de expresion, en células y tejidos, en respuesta a los farmacos, es
posible a su vez elaborar hipétesis sobre el mecanismo de toxicidad. Es evidente
que la extrapolacién in vivo de los resultados experimentales observados in vitro
es, sin lugar a dudas, el aspecto crucial en la utilizacion de los modelos celula-
res. Su valor predictivo, en la evaluacién del riesgo de toxicidad para el hombre
de nuevas moléculas, depende de un analisis muy cuidadoso de la informacién
obtenida in vitro y de su correcta elaboracion e interpretacion (Mitchell, 2013).

Los diferentes tejidos que constituyen a los organismos multicelulares se en-
cuentran en un proceso de continua adaptacion a los diferentes estimulos que
reciben. La sefializacion que perciben y su integracién favorecen respuestas ce-
lulares basicas, destacan entre ellas la proliferacién celular, la diferenciacién y
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la muerte celular (Mitchell, 2013). El descontrol de dichas respuestas se relacio-
na a su vez con el desarrollo de enfermedades como el cancer, enfermedades
crénicas degenerativas o inflamatorias, en las cuales las especies reactivas de
oxigeno (EROs) forman parte de los mecanismos que participan en su origen
o desencadenan efectos adversos secundarios (Hernandez et al., 2020; Revilla-
Flores, 2021).

Debido a las voces que se han alzado en contra del sufrimiento innecesario de
animales en experimentacion, se ha evaluado en el plano internacional el analisis
de los riesgos y ventajas de la investigacion cientifica. Esta actitud es construc-
tiva y contribuye a mejorar el conocimiento de la sociedad sobre las virtudes de
la investigacion cientifica y a reducir los riesgos de su aplicacién
(Mukerjee y Writer, 1997; Rodriguez-Yunta, 2007).

Si bien algunos aspectos de la
investigacion biomédica estan
dependiendo menos del animal
entero y buena parte del trabajo

A pesar de que algunas estadisticas apuntan a una disminucion
del nimero de animales utilizados en investigacién, la realidad
es que se contindan utilizando con fines investigativos e incluso
estd aumentado el uso de animales genéticamente modificados
(Lara O’Farril, 2021). Si bien algunos aspectos de la investiga-

se hace ahora en preparaciones

aisladas, aun es inevitable
la etapa de experimentacion

cion biomédica estan dependiendo menos del animal entero y
buena parte del trabajo se hace ahora en preparaciones aisladas,
aun es inevitable la etapa de experimentacion animal, reducida

en sus dimensiones, enriquecida por cuidados especiales, pero

animal, reducida en sus necesaria al fin (Mukerjee y Writer, 1997).

dimensiones, enriquecida por
cuidados especiales, pero
necesaria al fin

La era digital cambié por completo el paradigma clasico de estu-
dio en todas las areas de la ciencia y el sector salud no ha sido
ninguna excepcion en esta revolucién. La transicion y digitaliza-
ciéon de muchos procesos ha traido consigo nuevas formas de
entender el proceso salud-enfermedad, uno de estos abordajes
son los estudios in silico. Pertenecen a una rama de la biologia computacional
cuyo objetivo es explorar y experimentar con procesos biolégicos por medio de
simulaciones hechas en computadora. Este nuevo enfoque digital ha permitido
visualizar las estructuras tridimensionales de numerosos péptidos, observar el
rol y funcion de diferentes moléculas, proteinas o bien de una célula completa
hasta poder llegar a predecir respuestas a estimulos a través de la modelacion
con experimentos in silico. Un ejemplo perfecto de la aplicacion de esta tecnolo-
gia es en el area de farmacologia, ya que ayuda a predecir la eficacia de posibles
moléculas terapéuticas (Vargas-Aguilar y Fuentes-Condori, 2021).

Los métodos matematicos QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship)
se basan en la relacion estructura/funcion para considerar la actividad bioldgica
de un farmaco. Debido a su naturaleza empirica adolecen de total fiabilidad y
seguridad en las predicciones; lo que resulta una limitacién para la investigacién,
por lo que todavia requieren una mayor y mas adecuada definicién de los para-
metros necesarios para implementar el andlisis. Aunque los modelos in silico no
reemplazan a los modelos convencionales tanto in vitro como in vivo, constitu-
yen un complemento muy valioso. El desarrollo de los llamados uHTS (ultra-high
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La aplicaciéon y desarrollo de ese

through put screening methods), esta permitiendo mediante el uso de sistemas
celulares, caracterizar y cuantificar con rapidez, precision, seguridad y sensibi-
lidad las moléculas (Prieto-Martinez y Medina-Franco, 2018). El cribado de alto
rendimiento (UHTS) es el método estandar para el desarrollo y descubrimiento de
nuevos farmacos, se lleva a cabo mediante pruebas experimentales al evaluar la
accion que ejercen sobre los sistemas vivos. Sin embargo, requiere de proceso
largo, costoso y al final un bajo indice de moléculas son apro-
badas para uso clinico (Prieto-Martinez y Medina-Franco, 2018).

tipo de métodos alternativos Este progreso no habria sido posible sin la colaboracién de la

basados en estrategias

bioinformatica, que permite el tratamiento de datos a una escala
impensable hace pocos afos. A pesar de sus limitaciones el mé-

computacionales, también todo de uHTS es el mas utilizado por la industria farmacéutica
conocidas como metodologias y constituye una alternativa valiosa para reducir el nimero de
in silico, permiten seleccionar animales con fines experimentales. La aplicacion y desarrollo de

candidatos terapéuticos a

ese tipo de métodos alternativos basados en estrategias com-
putacionales, también conocidas como metodologias in silico,

partir grandes bibliotecas de permiten seleccionar candidatos terapéuticos a partir grandes
compuestos activos, lo que bibliotecas de compuestos activos, lo que mejora el método de

mejora el método de disefio

disefio y uso racional de moléculas farmacéuticas.

y uso racional de moléculas Una de las metodologias in silico mas utilizadas en el mundo es

farmacéuticas

el tamizaje virtual intensivo basado en la estructura proteica (ob-
tenidas del Protein Data Bank) que se usa para predecir la union
de un ligando con su receptor mediante el uso de grandes bases
de datos. A la fecha, no existe una mejor alternativa al uHTS, que el tamizaje vir-
tual basado en la estructura proteica y el reposicionamiento virtual de farmacos
utilizando herramientas bioinformaticas. El reposicionamiento virtual tiene gran
impacto pues permite identificar nuevos usos de un medicamento ya aprobado
(Ballén-Paucara y Grados-Torrez, 2019).

5. El papel de las regulaciones relacionadas con la investigacion con animales de

laboratorio

La opinién publica en contra de la utilizacién de animales experimentales de-
manda compuestos mas eficaces y también mds seguros, para la investigacion
(Heredia-Antunez et al., 2021). Sin embargo, una nueva conciencia sobre un uso
limitado y mas racional de los animales de experimentacion ha tomado carta en
nuestro entorno cultural, y la demanda social de utilizar métodos alternativos, ex-
presada a través de distintos grupos sociales y politicos, se ha traducido en una
mayor presién sobre industrias y gobiernos. El propio Parlamento Europeo se
hizo eco de esta demanda social tomando la iniciativa legislativa en su directiva
(86/609/CEE), pronunciandose también la American Psychological Association
(CARE, 2022). Ello ha potenciado de forma extraordinaria el desarrollo de los
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modelos in vitro alternativos a la experimentacién animal, para estudios de ac-
tividad farmacoldgica y toxicolégica en estas fases iniciales del desarrollo que
permiten de manera eficaz, reducir el nimero de posibles candidatos a farmaco
(Vega-Angeles y Ortiz-Millan, 2021).

La validaciéon de métodos alternativos se define como el proceso por el cual se
establece la fiabilidad e importancia de un método con un objetivo bien defini-
do. La fiabilidad esta relacionada con la reproducibilidad intra e interlaboratorio,
asi como la transferibilidad. Dentro de lo posible deben escogerse métodos ya
validados, aunque la importancia del método se basa en las ba-
ses cientificas que lo sustentan y en su capacidad predictiva.
La validacion se realiza por 6rganos independientes como el
European Union Reference Laboratory for alternatives to animal

La ciencia y tecnologia de
la experimentacion animal

comprende varios campos
de conocimientos y quien se
desenvuelve profesionalmente

testing (EURL-ECVAM) y sus homélogos en los Estados Unidos
(Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alter-
native Methods, ICCVAM), Japén (Japanese Center for Valida-

tion of Alternative Methods, JACVAM) y Canada (Environmental
Health Science and Research Bureau), en Corea del Sur (Korean
Center for the Validation of Alternative Methods, KoVAM) y en
Brasil (Brazilian Center for the Validation of Alternative Methods,
BRACVAM). Todos estos centros colaboran estrechamente con
el objetivo de conseguir a nivel mundial la validacién de métodos
alternativos a la experimentacién animal (Grimm et al., 2019).

en ella, se involucra en un

mundo de sensibilidad y respeto
por todos los seres vivos, por

el dolor, por el malestar, por el
futuro del mundo, y por tratar

de ser mas tolerantes y menos
violentos

La atencién a cada una de las etapas del disefio y evaluacion
de proyectos es a menudo subestimada tanto por los cientificos
como por los integrantes de comités, quienes deben asumir la
responsabilidad de disminuir el dolor y el malestar de los ani-
males a lo largo de la investigacién. Bajo esta necesidad surgen los Comités In-
stitucionales de Cuidado y Uso de Animales, conocidos como CICUA, o Comités
de Bioética Animal (CBA). Estos Comités en EE. UU. se denominan Institutional
Animal Care and Use Committees (IACUC) y Comités Eticos de Experimentacién
Animal (CEEA) en la Unién Europea (UE). En todos los casos estan legalmente
establecidos los preceptos de la Directiva 2010/63/UE como una de las norma-
tivas internacionales establecidas y tienen por objetivo supervisar y evaluar con-
tinuamente el Programa de Cuidado y Uso de Animales (Tadich et al., 2020).

La ciencia y tecnologia de la experimentacion animal comprende varios campos
de conocimientos y quien se desenvuelve profesionalmente en ella, se involucra
en un mundo de sensibilidad y respeto por todos los seres vivos, por el dolor, por
el malestar, por el futuro del mundo, y por tratar de ser mas tolerantes y menos
violentos.

El progreso de la Farmacologia se ha relacionado estrechamente con el progreso
de disciplinas tales como la quimica, la bioquimica, la clinica y muy articulada-
mente con la biologia molecular, la biotecnologia y la bioinformatica. La inter-
accion de todas estas disciplinas y tecnologias ha incrementado la eficacia del
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descubrimiento de farmacos y de nuevas entidades moleculares de potencial
accion farmacoldgica, cuya consecuencia es la generacion rapida y eficiente de
nuevas estructuras quimicas. Las nuevas metodologias émicas, junto con las

La interaccién de todas estas
disciplinas y tecnologias ha
incrementado la eficacia del
descubrimiento de farmacos
y de nuevas entidades

moleculares de potencial
accion farmacoldgica, cuya
consecuencia es la generacion

aportaciones de los métodos in vitro e in silico, constituyen en
la actualidad una estrategia farmacolégica multidisciplinar para
el desarrollo de herramientas terapéuticas con una utilidad y efi-
cacia sin precedentes (Vargas-Aguilar y Fuentes-Condori, 2021).

En la experimentacion animal existe una obligacién legal y mo-
ral de salvaguardar su bienestar. Lo anterior ademas suele ser
positivo para el propio proceso experimental, ya que las inco-
modidades y el estrés antes y durante un experimento, pueden
llevar a obtener resultados no confiables ni repetibles, aspecto
gue también constituye una limitacién. Las investigaciones en
torno a los limites éticos de la investigacién biomédica deberian

abordar de manera explicita esta transformacién gradual de la
comprension de la vida animal humana y no humana, su valory
sus implicaciones.

rapida y eficiente de nuevas
estructuras quimicas

6. Consideraciones finales

Las nuevas e innovadoras alternativas de estudio propuestas en este proyecto
de investigacion tienen gran relevancia dentro de los aportes cientificos que se
pretenden alcanzar. Las conclusiones de los estudios realizados deben manejar-
se cuidadosamente a partir del resultado in vitro, tomando en consideracion las
limitaciones expresadas relacionadas con la extrapolacion a humanos en estu-
dios clinicos, ya que no pueden tenerse en consideracion variables presentes en
un organismo funcionando como un todo.

El uso de métodos in silico para el andlisis de farmacos potenciales, como el
suplemento estudiado, se consideran alternativas para reducir el uso de anima-
les en la experimentacion. Las investigaciones en el campo de la farmacologia,
tomando en consideracién los aspectos bioéticos analizados y la observacion
conjunta de todos los resultados, permitira establecer las bases para proponer
indicaciones precisas del producto LECISAN® y su futuro registro como medi-
camento, insertando cambios organizacionales positivos en los programas de
prevencion del riesgo de enfermedades en grupos vulnerables y aportando una
mejoria en los indicadores sociales de la salud, al contribuir con la modificacién
de pardmetros nutricionales y sus consecuencias negativas sobre la salud.
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