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EL RETO DE REDUCIR LA
EXPERIMENTACION ANIMAL

Enfoque global en las 3R: Reemplazo, Reduccion y Refinamiento.

Legislaciones como la Directiva 2010/63/UE fomentan métodos alternativos.
En Espana RD 53/2013 y RD 1386/2018

Los embriones de pez cebra (EPC) <5 dias post-fertilizacion no estdn clasificados
como animales protegidos — Sistema nervioso primitivo que no experimenta
dolor.



Reemplazo: Sustituye modelos
tradicionales. Modelo con menor
potencial al dolor

Reduccion: Al utilizar embriones

como un primer escaldn

Refinamiento: Métodos menos
invasivos, mejorando el bienestar
animal.

EL EPC EN EL MARCO DE LAS 3RS

ldentificacion de Teratdégenos
Sensitivity 87.50%

: \*' Specificity 81.82%

Accuracy 74.19%

Sensitivity 75.00%

/@\g' Specificity 69.23%
Accuracy 67.74%

https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2020.08.004
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;POR QUE USAR EMBRIONES DE
PEZ CEBRA?

« No requieren aprobacidn ética segun normativa europea.

« Caracteristicas ventajosas:

Desarrollo de érganos muy rapido (24 h)

Similitud genética: Mds del 70% de los genes humanos
estdn presentes en el pez cebra.

Similitud de organizacion corporal y procesos
moleculares

Facil produccion de mutantes/transgénicos

Transparencia: Los embriones son transparentes, o que
permite observar el desarrollo en tiempo real.

Posibilidad de ensayos automatizados de alta
capacidad (HTS).

Flexibilidad de temperatura de cultivo (20 - 34 °C)

70%
of genes
cr;d

more than

80%

of genes associated with
human disease
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COMPARATIVA CON MODELOS IN VITRO

« Mds completos que cultivos celulares: integran la interaccion de tejidos y érganos
» Permite estudiar efectos a nivel de organismo en desarrollo

« Efectos en inferacciones enfre diferentes tipos celulares y érganos

* Metabolismo complejo

« Toxicocinética: ADME

* Puntos finales complejos

Ventaja principal 2> Organismo Completo

https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2020.02.010

000 o ~00
Centro Nacional de Sanidad Ambiental  ~4 ©



https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2020.02.010

COMPARATIVA CON RATONES
REFINAMIENTO

« Mantenimiento: mas facil y barato
. Etica: Métodos menos invasivos

‘e
Aspecto Pez Cebra (Método menos invasivo) Raton (Método invasivo) )
Observacion del Transparencia permite observar tejidos Requiere sacrificio o cirugia para Costes vs Raton
desarrollo y Organos en vivo con microscopia. acceder al embrion.
Modelado de Edicion genética (CRISPR-Cas?) en Requiere manipulacion directa de
enfermedades embriones fransparentes, sin necesidad  ovulos o cruce de lineas genéticas,
de cirugia o cruceinvasivo. con técnicas quirdrgicas.
Estudios de Visualizacion de vasos sanguineos en Uso de camaras implantadas o
angiogénesis vivo mediante marcadores estudios post-mortem para evaluar
fluorescentes. VQasos sanguineos.
Investigacion Infeccionesinducidas al anadir Infeccionesinducidas porinyecciones —
inmunolégica microorganismos al agua, seguimiento  directas o procedimientos quirdrgicos. Feds e Raton
en tiempo real. v J.(éue'Jlr(\;imos por dia/tanque o
Pruebas Administracion de farmacosen el agua Requiere inyecciones infravenosas o
farmacolégicas y evaluacion externa de frecuencia infrapetritoneales, causando

cardiaca y movilidad. incomodidad al animal. C7LSd
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OECD 236 desde 2013- reemplazo adultos

Ensayos de toxicidad aguda (letalidad y
malformaciones).

Determinacion de la CL50 en compuestos
industriales.

Alteraciones bdsicas en el desarrollo:
edema, escoliosis.

Alta correlacion con letalidad adultos

EVALUACION DE TOXICIDAD
AGUDA EN EMBRIONES

OECD/OCDE

Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test

OO0 ™

000000




EVALUACION DE TOXICIDAD
SUBLETAL EN EMBRIONES

« Biometria

» Latido Cardiaco

« Comportamiento

tures.
Contour_net v Eye_net v Notochord_net v Otolith1_net v Pericard_net v swimbhrdd'r_m v Yolk_net v Mouth_tip_net v Otolith2_net
N RN RN @ N ERN @ N @ N\ @ \= @ N

Habituacion
y Evacion
Aprendizaje

Ansiedad

09 Sobresalto

@y,

i
:
H

Ritmo
Circadiano COMPORTAMIENTOS

Optocinética

)/
Optomotora

Sensibilizacion
Y

Memoria

Conc. Toxico
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« Modulacion inmunitaria: Induccion de respuestas proinflamatorias
« Disrupcion endocrina: medicion de hormonas
» Teratogenicidad

- Cardiotoxicidad St decreased the body weight
. Genotoxicidad Sulfentrazone 7 _>:':z:.fbraﬁsh(bamorer;b)°3—»,,<‘“"Jl~ =7 .
» Neurotoxicidad 3
. . . s . . Potential cardiac and endocrine health risk
« Hibridacion in situ et [ G o l
* Expresion génica PN i T T SR e
- Microscopia avanzada i st el '_ﬁf-;‘ 5 i giE-
- Omicas e — I _shge-, < ECegel
« Modelos transgénicos z:.ll:.l.'m“.“:, K. -

https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.132632
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https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.132632

—
LABORATORIO DEL CNSA

* Instalaciones + Produccion de huevos - Aparatos
* Acuarios de Cristal « Parideras externas « Incubadoras - 28°C
* Agua ulirapura con sales « Sincronizacién de puestas « Lupas con sistemas de imagen
) lep'le.z,o Y CU'dO(,jOS * 100/200 huevos por hembra « Daniovision — comportamiento
* Medicion de parametros 3 v/s

C7LSd

Centro Nacional de Sanidad Ambiental



‘i/l
N

PROYECTO
PARC 5.2.1E

—

UESTRAS INVESTIGACIONES

Objetivo:

- Rellenar lagunas (gaps) en la bateria existente de NAMs para evaluar
neurotoxicidad en el desarrollo - OECD

- Generar una bateria para evaluar neurotoxicidad aguda

- ISCIII: Creacion y validacion ensayo de tigmotaxis para evaluar ansiedad

A
<}
N
N
~
o

8

[+
o
L

m Center

™ Edge

% Time/zone
B (=2}
o o
.

[ 8]
o
L

o

965 24R 965 24R
Light Dark

S

=k

[ £ (=2} 00 8 ]

o o o o o 4
y L s L L L

H Center

M Edge

% Time/zone

96S 24R 965 24R

)
)
f

Noise Silence

- El EPC permite estudiar efectos en la ansiedad Lnsa Z‘%?


https://web-archive.oecd.org/temp/2023-07-07/653068-developmental-neurotoxicity.htm
https://web-archive.oecd.org/temp/2023-07-07/653068-developmental-neurotoxicity.htm

PROYECTO
PARC 5.2.1C

UESTRAS INVESTIGACIONES

Objetivo:
- Bateria de NAMs para evaluar disrupcion endocrina

- ISCIII: Creacion y validacion ensayo de transporte de yodo y hormonas tiroideas

Organogénesis Tiroidea

Especificacién Proliferacién Re!ocahzac;or Expansién Foliculogénesis

pharynx
(Endodermal layer)
Thyroid follicular cells . “
Q.l TS s E9.5

E11.5 E12.5 E16.5
A (GD) 20-22 24 30-40 45-50
NKX2.1, PAXS, HHEX, FOXE1
TSHR, TPO, TG
! gy k/ Q
(Endodermal layer)
Thyroid follicular cells
@#’-{ 24 hpf 44 hpf 55 hpf 72 hpf 80 hpf

nkx2.4b, pax2a, hhex

tshr, tpo, tg

- El EPC permite estudiar efectos de disrupcidn tiroidea LTS T
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UESTRAS INVESTIGACIONES \
Obijetivo:

- Evaluacion de efectos en salud de nanopldsticos: comerciales y reales

- Modelo EPC, células, ofros organismos (UNED)

| @ NP 20 -200 nm I NP> 200 nm i

Organism Biological Process
Heart Rate A 'mmunity
PROYECTOS A . NE2

V¥V cns

AES & IMIENS ¥ veus

Behavior

Tt =

Activity Habituation
Anxiety

Yolk
Brain Eyes
Liver Pancreas
Neuromasts Heart
Digestive System

Dopamine %h
AchE §

Torres-Ruiz et al. STOTEN 2023
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.162406

Torres-Ruiz et al. STOTEN 2021
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149125

Tiroides
| Factores Transcripcionales Tiroide os | | Proteinas/Genes Tircideos | | HT met. | Transportadores | Deiodinasa
[NP] 30 nM Tshb Pax& | Fowel | Nk21 Hhex Tshr NiS sic26a7 | Pendrina | Duox1 | Duox2 Too g pDEHALL | Mcts | merio Ugtlah | Latl | Oatplcl | Oatpldl | Dio1 Dio 2 Dio 3a
(£
0.01 mg/L [
0.1 mg/fL
1 mg/L
3 mg/L
10 mg/L
[NP] 300 nM Tshb Pax 8 Foxe1 | Nix2.1 Hhex Tshr NIS stc26a7 | Pendrina | Duox1 | Duox2 Too Ta pEHALL | meTs | meTio Ugtlab Lat1 | Oatpict | Oatpidl | Dio1 Dio 2 Dio 3a
[
0.01 mg/L
0.1 mg/L
1 mg/L
3 mg/L
10 mg/L
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- Los NPs afectan el metabolismo de hormonas tiroideas y el neurodesarrollo



https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2021.149125
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.162406

UESTRAS INVESTIGACIONES

Objetivo:

- Efectos combinados de cambio climdtico, NPs y contaminantes emergentes
(PFAS, Bisfenoles)

Actividad Ansiedad
P ROY ECTOS . Distance (cm) % Time Edge/Control
120
AES, MICIU & - |
IMIENS, 1
100 a0 ]:
80 80
60 70
40 I ]: 60
I
20 50
0 40
28eC 33eC j0.01 0.1 1 3 289C33eC|0.01 0.1 1 3
33 °C + nanoplasticos 33 °C + nanoplasticos

- NPs exacerban el efecto del cambio climatico



COLABORACION
TELEMEDICINA

UNIDAD
RADIACIONES
NO IONIZANTES

Objetivo:
- Evaluacion de efectos en salud de radiaciones 5G
- 700 y 3500 MHz

Exposure of fish embryos to
Carrier Waves 700 and 3500 MHz

5G Communications

Q

NUESTRAS INVESTIGACIONES

BBaannddnnirzssz.?s?)%nrc'lHsz 700 MHz 3500 MHz
Parameters l Eye size, yolk, ___
Morphol otolith, f—
orp 0, o8y pericardial area
Behavior
AchE Behavior/AchE
— 700 MHz 3500 MHz
. e i | activity — ==
Exposure: || Daily: water change, mortality, l' ar.1x1et\./ t
2 -6 hpf hatch rate l habituation l,
0h 24h  48h 72h  96h  120h J AchE —
Torres-Ruiz et al. STOTEN 2024
hitps://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.169475
- Radiaciones 5G alteran el desarrollo y comportamiento


https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.169475
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UESTRAS INVESTIGACIONES

Objetivo:

- Efectos en el aprendizaje temprano (habituacion) de drogas recreativas y sus
enantiomeros

- Efectos ante estimulos sonoros

UNIVERSIDADE
DE TRAS-OS-MONTES
E ALTO DOURO

0. Ribeiro et al. Science of the Total Environment 955 (2024) 176906

“ Larvas expuestas a enantiomeros
tuvieron mayor respuesta de
sobresalto que al (R,S)-MDMA

First Startle Response econd Startle Response

COLABORACION
INTERNACIONAL

0 0.02 0.2 2 20 200 0.2 2 20 200
Concentration (pg/L) Concentration (pg/L)

Habituation First Tapping Interval d Habituation Second Tapping Interval
B

 El aprendizaje de larvas
expuestas a (R,S)-MDMA fue
menor que en controles

0 0.02 0.2 2 20 200 0 0.02 0.2 2 20 200
Concentration (pg/L) Concentration (ug/L)

M (RS-MDMA % (R-MDMA  BE (S)-MDMA

Ribeiro et al. STOTEN 2024
https://doi.org/10.1016/].scitotenv.2024.176906

- Enantiotoxicidad del MDMA en el aprendizaje temprano Cnsa


https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2024.176906

Falta de placenta

Compuestos solubles en
agua - solventes

Sistema inmune inmaduro
Temperatura corporal
No diferencias por sexo

No comportamiento social

Criterio

DESAFIOS EN EL USO DEL EPC

COMO MODELO HUMANO

Embrion de Pez Cebra | Raton

84%

:" .

>90%

Solo Innato, no adaptativo

Sistema inmunologico desarrollado

Ectotermo

Homeotermo

Metabolismo mdas rapido

Metabolismo mds comparable al
humano.

No tiene pulmones, estomago,
oérganos reproductores, mamas

Organos presentes

Dificilde modelar reacciones
adversas especificas humanas.

Mayor capacidad para predecir
efectos secundarios humanos.




CONCLUSIONES

Los embriones de pez cebra son una herramienta
clave para avanzar hacia una toxicologia mas etica y
eficiente

Mejoran las baterias de sistemas in vitro al ser un
organismo completo y metabdlicamente competente

Abren nuevas oportunidades para reducir el uso de
animales protegidos

Su uso contribuye al refinamiento de los experimentos

Son una herramienta tanto en toxicologia como en
biomedicina

Permiten un enfoque de Una Sola Salud (One Health)




s PREGUNTASY?
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