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II’'inizio degli anni 60 si e verificato un importante cambiamen
lturale che ha portato a riconoscere l'animale come esse
nziente, in grado quindi percepire dolore.

seguentemente, anche in ambito legislativo, € emersa |la neces
teggere I'animale e il suo benessere.

D.L.vo n. 116/92, recepimento della Direttiva 609/8
introdotti il concetto di dolore, sofferenza ed
li animali in sperimentazione e quindi il ricon
fatto che le procedure attuate sugli animali p
ativi sul loro benessere.

igenza di tutel




traverso un idonea modulistica, il proponente doveva descrivere,
ocedure da attuare e soprattutto doveva dichiarare il grado
ferenza che sarebbe stato esercitato sugli animali.

uesto modo il ricercatore, autonomamente, doveva tener
erazione il fatto che, comunque, la ricerca avrebbe p
inare sull’'animale dolore, sofferenza, angoscia o danni
i conseguentemente la necessita di operare sc
nelle metodiche finalizzate a ridurre tali condizi

16/92, il grado di do




egli anni successivi I'aumentata sensibilita sulla tutela degli animali, s
redibilita della scienza, 'ampliamento dell’lUE a 28 paesi, la necessita d
armonizzare il mercato della ricerca, supportati da varie petizioni e sondagg
ffettuati tramite 'TEUROBAROMETRO, hanno fatto emergere la necessita ¢
odificare la normativa, anche in considerazione del fatto che la Diretti
9/86 non faceva alcun esplicito riferimento alla piena applicazione
ipio delle 3R, considerato ormai da tempo come principio car

mbito della sperimentazione animale.

Articolo 4

Principio della sostituzione, della riduzione e del
perfezionamento

1.  Gli Stati membri assicurano che, ove possibile, un metodo
o una strategia di sperimentazione scientificamente soddisfa-
cente che non comporti I'uso di animali vivi possa essere uti-
lizzato in sostituzione di una procedura.
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DEFINIZIONI

DOLORE: esperienza sensoriale ed emozionale spiacevole, associata ad un
potenziale od effettivo danno tissutale.

STRESS: risposta adattativa dell’'organismo a seguito di fattori fisici, fisiologici,
emozionali (fattori stressanti).

DISTRESS: stato di mancato adattamento ad alterazioni ambientali od a stimoli
interni.

Uno stato di distress prolungato o di notevole intensita puo portare a problemi
comportamentali (interazioni sociali, riproduzione, ...) od a situazioni patologiche
(lesioni gastriche ed intestinali, immunosoppressione,...).

SOFFERENZA: conseguenza finale, non facilmente alleviabile, di un’esposizione
prolungata a diverse condizioni (dolore, distress, ...)

ANGOSCIA: “Tormentosa oppressione dell’animo che puo nascere da uno stato di
dubbio o di inquietudine, oppure da paura, dolore, pena” (Devoto Oli)



lore, lo stress, la sofferenza e I'angoscia sono concetti che descrivono condizi
ite direttamente alluomo e presentano notevoli difficolta interpretative
icati agli animali utilizzati per fini sperimentali, ma mentre il dolore, lo stress
ss rappresentano concetti ipoteticamente «misurabili» (vedi indicatori c
imici e comportamentali), i termini di sofferenza e angoscia rientrano

piu strettamente antropologico, maggiormente legati alla sfera psicologi

Behavioral

Physiological

Biochemical

Grooming

Appetite

Activity

Aggression

Facial expression
Vocalization
Appearance

Posture

Response to handling

Temperature

Pulse

Respiration

Weight loss
Blood-cell count
Blood-cell structure
Cardiac output
Blood flow

Corticosteroids
Catecholamines
Thyroxin
Prolactin
B-Endorphin
ACTH
Glucagon
Insulin
Vasopressin
Substance P




zione oggettiva (dolore, stress, distress)

Fattori stressanti

J
Alterazione omeostasi

\l, Catecolamine: tachicardia/ta
ipertension

Stress 9 aumento
\
Ripristino omeostasi

IPOTALAMO - IPOFISI - SURRENE/SISTEMA NE




ARTICOLO 31 ALLEGATO VI

p) preventiva valutazione sulla gravita delle procedure, nonché di una classificazione delle stesse Allegato VI: punto 26 - punto 21
secondo i criteri di cui all’articolo 15 e all’Allegato VII del presente decreto

g) necessita di eseguire 0 meno una valutazione retrospettiva del progetto di cui all’articolo 32 Allegato VI: punto 26

6. Classificazione della gravita delle procedure ai sensi dell’art.15 e dell’ Allegato VII

non risveglio
lievi

moderate




DEFINIZIONE DI PROCEDURA

Art. 3.
Definizioni

1. A1 fini del presente decreto s1 intende per:

a) procedura, qualsiasi uso, invasivo o non invasivo,
di un animale ai fini sperimentali o ad altr1 fini scientifict
dal risultato noto o i1gnoto, o a1 fim1 educativi, che possa
causare all’animale un livello di dolore, sofferenza, di-
stress danno prolungato equivalente o superiore a quello
provocato dall’inserimento di un ago secondo le buone
prassi veterinarie. C10 include qualsiasi azione che inten-

de o puo determinare la nascita o la schiusa di un animale
o la creazione e 1l mantenimento di una linea di animali
geneticamente modificata con fenotipo sofferente in que-
ste condizioni. E esclusa dalla definizione la soppressione
di animali con il solo fine di impiegarne gli organi o 1
tessuti;




DECRETO LEGISLATIVO 26/14: GRAVITA’ DELLE PROCEDURE

Art. 15.

Classificazione della gravita delle procedure

1. Le procedure sono classificate, caso per caso, secon-
do 1 criter1 di1 assegnazione di cui all’allegato VII del pre-

sente decreto, come:
a) non risveglio;
b) lievi;
c) moderate;
d) gravi.
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Lieve;

n

) somministrazione di anestesia, ad esclusione della somministrazione ai soli fini della
soppressione;

b)  studio farmacocinetico, con semministrazione di dose unica, numero limitato di prelievi

ematici (in totale <10% del volume circolante) e sostanza che non dovrebbe causare effetti
avversi riscontrabili;

¢) tecnica non invasiva per immagin (ad esempio MRI) con opportuna sedazione o anestesia;

d)  procedure superficiali, ad esempio biopsie di orecchio e coda, impianto sottocutaneo non
chirurgico di mini-pompe o transponder,

¢) applicazione di dispositivi telemetrici esterni che causano solo lievi menomazioni o
interferenze con I'attivita e il comportamento normali;

f)  somministrazione, per via sottocutanea, intramuscolare, intraperitoneale, mediante sonda ed
endovenosa atiraverso i vasi sanguigni superficiali, di sostanze con effetto lieve o mullo ¢ in
volumi nei limiti appropriati alla taglia ¢ alla specie dell'animale;

ESEMPI DI GRAVITA’ DELLE PROCEDURE

g)

R
k)

induzione di tumori o tumori spontanei che non causano effetti clinici avversi riscontrabili
{ad esempio piccoli noduli sottocutanei non invasivi);

riproduzione di animali geneticamente modificati da cui dovrebbe risultare un fenotipo con
effetti lievi;

alimentazione con diete modificate che non soddisfano tutte le esigenze nutrizionali degli
animali e si prevede causino anomalie cliniche lievi nell'arco di tempo dello studio;

confinamento di breve durata (<24h) in gabbie metaboliche;

studi che comportano la privazione di breve durata del partner sociale, la messa in gabbia di
breve durata di ratti o topi adulti socievoli;

modelli in cui gli animali sono sottoposti a stimoli nocivi, brevemente associati a dolore,
sofferenza o angoscia lievi a cui gli animali possono sottrarsi;

la combinazione o l'accumulo degli esempi seguenti pud condurre ad una classificazione
"lieve";

i) valutazione della composizione corporea con tecniche non invasive e contenimento
fisico minimo;

i) controllo elettrocardiografico con tecniche non invasive e contenimento fisico minimo
o nullo di animali abituati;

1ii)  applicazione di dispositivi telemetrici esterni che non causano probabilmente alcuna

menomazione ad animali socialmente abituati e non interferiscono con l'attivita e il

comportamento normali;

iv)  riproduzione di animali geneticamente modificati da cui non dovrebbe risultare un

fenotipo avverso clinicamente riscontrabile;

v) aggiunta di marker inerti alla dieta per seguire il passaggio del contenuto
gastrointestinale;
vi)  sospensione dell'alimentazione per < 24 ore nei ratt} adulti;

sperimentazioni in ambiente naturale.
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CRITERI DI ASSEGNAZIONE

ALLEGATO VI
CLASSIFICAZIONE DELLA GRAVITA DELLE PROCEDURE

La gravita della procedura & determinata in base al livello di dolore, sofferenza, angoscia o danno prolungato
cui sara presumibilmente sottoposto il singolo animale nel corso della procedura stessa.

Sezione IT: Criteri di assegnazione

L'assegnazione della categoria di gravita tiene conto di ogni intervento o manipolazione cui & sottoposto un
animale nell'ambito di una determinata procedura. Essa & basata sugli effetti pitt gravi che rischia di subire il
singolo animale dopo che sono state applicate tutte le opportune tecniche di affinamento.




CRITERI DI ASSEGNAZIONE

Fattori legati all’'animale: fenotipo, eta, stato immunitario, specie, ceppo
(animali GM, soggetti anziani sottoposti ad esercizio fisico, differente
acquaticita tra ratto e topo, ...)

Livello e durata del contenimento

Manipolazioni chirurgiche (soprattutto il rischio postoperatorio)

Mancato ricorso all’anestesia/analgesia

Sensibilita tissutale (alta concentrazione di nocicettori)

Ritmi diurni

Elementi ambientali (isolamento sociale, restrizione alimentare, separazione
materna, ...)

Procedure ripetute ed intervalli che intercorrono tra di loro (non sempre indice
di gravita)

Sofferenza cumulativa

Persistenza di dolore dopo la procedura

Uso continuato dell’animale (riutilizzo)



Gestione del dolore e della sofferenza

esponsabile del progetto

Appendice 1
Macrocategoria guali
basi per elaborare
schede di valutazions
specifiche per
progettofprocedura Appendice 11
- Matesale di
riferimento

& classificazions

Appendice IT 1l dellz gravits
Materiale di riferimento =
per elaborare schede

di valutazione specifiche
per progetto/procedura

Esempio/i di valutazione di gravita specifica per progetto/procedura, ivi compresi: schede di valutazione quotidiana,
strumenti di classificazione, scelta di metedi di monitoraggio e valutazione finale




cedura (induzione di patologie, di uno st
mmatorio, impiego di modelli di patologia, ...)

l
fetti avversi — Strategie per limitar




WORKING DOCUMENT ON A SEVERITY ASSESSMENT FRAMEWORK

Macro-categorie

Aspetti sui quali concentrare
I'attenzione nell'osservazione
degli animali

Indicatori specifici da monitorare

Aspetto

Condizione fisica

Aumento/ calo ponderale

Obesita

Magrezza

Punteggio di valutazione della condizione fisica, se disponibile

Stato del mantello e della cute

Piloerezione

Mantello arruffato/ assenza di grooming (cura di sé)

Mantello untuoso

Alopecia/perdita di pelo

Disidratazione: perdita di elasticita e turgore della cute (skin renting)

Lesioni della cute: tumetazione; crosta; ulcerazione; lesione/ferita

Tracce di feci o di urina

Scarico

Oculare; nasale; uro-genitale: secrezioni di porfirina in alcune specie, ad
esempio il ratto

Occhi

Infossati o "spenti"”

Chiusi/socchiusi

Danno/lesione oculare (ad esempio ulcera corneale)

Bocca

Salivazione

Malocclusione/denti sporgenti

Altro

Espressione facciale di dolore: ad es. occhi socchiusi e naso protuberante
(nose bulge) nei topi

Costrizione addominale

Gonfiore di una parte del corpo, ad esempio addome gonfio

Funzioni corporee

Respirazione

Respirazione accelerata (tachipnea)

Respirazione difficoltosa (iperpnea)

Respirazione molto difficoltosa (dispnea)

Respirazione con ansimazione o emissione di altri suont

Assunzione di cibo/acqua

Aumentata/ridotta

Temperatura corporea

Ipertermia/ipotermia; misurazioni della temperatura corporea, se disponibili
(effettuate ad es. per mezzo di microchip o dispositivi telemetrici,
termometri a contatto o senza contatto); colore delle estremita nei roditori

Sensi

Indebolimento della vista, dell'udito e dell'equilibrio




WORKING DOCUMENT ON A SEVERITY ASSESSMENT FRAMEWORK

Macro-categorie

Aspetti sui quali concentrare
I'attenzione nell'osservazione

degli animali

Indicatori specifici da monitorare

Ambiente

Ambiente di stabulazione, ivi compresi
lettiere, materiale per i nidi, elementi
utilizzati per I'arricchimento
ambientale

Presenza e consistenza delle feci

Giaciglio bagnato. ad esempio a causa di poliuria

Presenza di vomito o sangue

Utilizzo o meno da parte dell'animale degli element: forniti per
l'arricchimento ambientale, ad es. materiale per i nidi, blocchi da rosicchiare

Comportamenti

Interazione sociale

Alterazioni del temperamento normale: interazioni apprensive/aggressive
con altri animali: ansieta (ad esempio marcate reazioni di fuga. tendenza a
nascondersi)

Isolamento o ritiro dagli altri animali nel gruppo sociale

Comportamenti indesiderabili

Comportamento ripetitivo/ stereotipie

Taglio di pelo e vibrisse (barbering) nei roditori, tricotillomania

Aumento dell'aggressivita verso gli esseri umani o altri animali

Postura e mobilita

Postura anormale

Andatura anormale: claudicazione:
movimento/letargia/riluttanza a muoversi se stimolato

mancanza

Movimenti non coordinati

Addome retratto: testa reclinata

Tremon

Crisi/convulsioni/spasmi

Vocalizzazioni: spontanee o evocate (Nota: alcune specie, ad esempio i
roditori, vocalizzano di solito nella gamma ultrasonica e pertanto le

vocalizzazioni udibili sono particolarmente preoccupanti. Anche le

vocalizzazioni dei conigli sono in genere inaudibili per 'orecchio umano, a
meno che l'animale non sia in stato di distress).

Indicatori
procedura-specifici

Vengono definiti in base al singolo
progetto, ai suoi potenziali effetti avversi
e ai relativi indicatori previsti.

In un modello EAE gli indicatori potrebbero essere, ad esempio: coda
atonica. debolezza degli arti posteriori. debolezza degli arti anteriori.
paralisi. incontinenza urinaria.

Osservazioni libere

Ogni piano di valutazione della gravita dovrebbe comprendere una sezione per registrare qualsiasi osservazione relativa
a impatti negativi imprevisti sul benessere degli animali.




ENDPOINT UMANITARIO

Legata direttamente al livello di gravita e la determinazione dell’endpoint
umanitario della procedura cioe di quel punto oltre il quale il dolore e la
sofferenza dell’'animale non sono piu accettabili.

Gli endpoint umanitari devono essere chiaramente definiti e basati su criteri
oggettivi.

Non devono oltrepassare quelli scientifici (non € accettabile mantenere un
animale in uno stato di dolore e/o sofferenza per un periodo piu lungo di
qguello giustificato scientificamente; quando l'obiettivo e perseguito
mantenere in vita I'animale non da alcun valore aggiunto ai risultati)

Tale scelta sara compito in primis del proponente che dovra definire gli end
point, valutando degli obiettivi scientifici che si vogliono raggiungere, i
possibili effetti avversi e la progressione temporale piu probabile di questi
effetti.

Successivamente, sara compito dell’Organismo per il Benessere degli Animali
controllare ed eventualmente modificare tali endpoint.



a determinazione degli endpoint umanitari puo includere:
Modifiche del peso corporeo
Modifiche delle condizioni fisiche generali

Modifiche dei parametri fisiologici (temperatura, frequen
ardiaca e respiratoria).

lodifiche comportamentali
i clinici

olidi:

morale non deve incidere sulle no
o|l’animale.

M o-‘ Ne




efalite autoimmune sperimentale:
essun sintomo
rdita di tono della coda
esi zampe posteriori
lisi zampe posteriori




ISCHEMIA

007). Deficit neurologici generali

Deficit 4
neurologici

generali

Pelo Mormale Sporcizia Sporcizia
localizzata, generalizzata
vicino al muso

e agli occhi

Orecchie MNarmali Rilassate, ma Rilassate & non

responsive responsive

MNarmali Con Con secrezioni Semichiusi
secrezioni scure

acguose

Maormale Curva, Testa o parte Reclinato Passivo, resta
instabile del corpo da un capo, come & stato
restano sul ma pud messo
pavimento alzarsi
diritto con
un pd di

sforzo

Mormale Calmao, Inerte, Letargico, Messun

quieto, sonnolente, non appena si movimento
esplora esplora muove spontaneo
lentamente

Caratteristiche Man Aggressivo, Estremamente Accenni di
epilettiche presenti ipereccitato ipereccitato grande

male




ISCHEMIA

Deficit neurologici focali

Deficit neurologici
focali

Simmetria del
corpo (in
movimento sul
banco)

Normale

Leggera asimmetria

Moderata asimmetria

Prominente

asimmetria

Estrema asimmedtria

Andatura (in
movimento sul
banco)

Rigida, non flessibile

zoppicante

Pesante, con
cadute e deficits
vistosi

Mon cammina

Arrampicata
(aggrappato ad
una superficie
inclinata di 45%)

Normale

Lenta e faticosa

5i tiene fermo, ma non

sale

Scivola verso il

basso

Cade senza cercare di

mantenersi

Traiettoria (in
movimento sul
banco)

Gira
ugualmente a
destraea

sinistra

Preferenzialmente da un lato

Gira da un lato (non
costantemente)

Gira
costantemente da

un lato

Gira come su un
perno, lentamente o

non si muove

Simmetria zampe
anteriori (sospesa

Normale

Leggera asimmetria

Moderata asimmetria

Prominente

Leggera asimmentria,
si muove poco o non

sul tavolo per la
coda)

asimmetria

si muove

Cerchi compulsivi
{tenuto per la coda
su di un piano a

superficie liscia

Non presenti

Tendenza ad avanzare da un

lato

Gira solo da un lato

Gira fiaccamente
da 1 late, non in un

cerchio completo

Mon avanza

Risposta sensoriale
{toccare
leggermente dal
retro)

Risposta

simmetrica

Leggera asimmetria

Prominente asimmetria

Risposta
ipsilaterale
diminuita,
controlaterale

assente

Risposta assente in

entrambii lati




STUDIO PILOTA:

Quando gli effetti di una sostanza o di una nuova
procedura sono sconosciuti, pu0O essere necessario
ricorrere ad uno studio pilota.

Uno studio pilota, che dovra essere presentato dal
proponente per la specifica autorizzazione, dovra essere
elaborato usando un piccolo numero di animali e puo
aiutare a determinare la morbilita, il tempo che intercorre
dalla comparsa dei primi sintomi e soprattutto Ia
frequenza delle osservazioni necessarie per stabilire gli
endpoint.

Uno studio pilota puo anche fornire indicazioni sulla
variabilita delle risposte tra i diversi gruppi sperimentali e
puo fornire l'opportunita a tutto il personale coinvolto di
acquisire esperienza con i sintomi previsti.



SCORE CLINICI

3
Pt
Tabella 1 - Variabili cliniche per la valutazione del dolore negli animali da laboratorio.
(modificata da Morton ¢ Grilfiths, 1985)

PESO CORPOREO
Mantenuto o aumentato; alimentazione ¢ defecazione normale.
I[ncerto o diminuito di meno del 5%.
Diminuito del 10-15%; alimentazione ridotia, feci alterate o ridotte; assunzione di acqua e
cibo aumentata o diminuita.
Diminuito di pit del 20%; condizioni di digiuno, da cibo ¢ da acqua.

ASPETTO ESTERNO

0 - Normale. Pelo liscio e lucido, occhi chiari e lucend.

1 - Mancanza di pulizia, ma non altri segni marcati.

2 - Pelo irto, epifora e scolo nasale.

3 - Pelo molto irto, perineo non pulito, odore urinoso, postura anormale (ad es. falsa cifosi),
occhi lucidi, midriasi.

SEGNICLINICI

0 - Temperatura corporea e frequenza respiratoria e cardiaca nella norma, cosi come per le mucose
e le aree non pigmentate.

1-  Piccole alterazioni.

2- Temperatura corporea alterata di un grado e frequenza cardiaca e respiratoria elevate sino al
30% rispetto al controllo. .

3-  Alterazione della temperatura cardiaca (£2C°), aumento di pilt del 50% oppure marcata
riduzione della frequenza cardiaca e respiratoria, con respirazione superficiale.

COMPORTAMENTO SPONTANEOQ

0 - Normale.

1 - Piccoli cambiamenti.

2 - Anormale. Mcno mobile e vigile del normale. Isolamento dal gruppo, inattivita notturna.

3-  Vocalizzazioni non sollecitate, automutilazioni, grugniti espiratori.

COMPORTAMENTO DI RISPOSTA AGLI STIMOLI

0 - Normale per le condizioni.

1 - Limitala depressione o esagerazione della risposta.

2 - Segni moderati di risposta anormale.

3 - Rcazione violenta o debole risposta muscolare come in stato precomatoso.,

Tabella 2 - Interpretazione dei punteggi totali ottenuti nella valutazione del dolore degli animali
da laboratorio. (modificata da Morton ¢ Griffiths, 1985)

Normale.

Altento monitoraggio. Considerare l'impiego di analgesici e sedativi. = i
Ampia evidenza di sofferenza. Considerare seriamente l'impicgo di analgesu.::. Necessita di
un’osservazione regolare. Considerare I'opportunit di interruzione dcll'csrfenmento.
Somministrare analgesici eccetto che in stato comatoso. Evidente stato di grave dolore.
Se & probabile che tale stato perduri, intlerrompere la sperimentazione.
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Orbital Ti

‘-

Not Present (0) Present (1) Ol Prasent (2)

The eyelid is partially or completely closed. The globes themselves may also be drawn in toward the
head so that they protrude less. If the eye closure reduces the visibility of the eye by more than half, it

would be scored as "2’ or ‘obviously present’.

Cheek Flattening

_

~

=
Not Present (0) Moderately Present (1) Obviously Present (2)

Contraction around the muzzle so that the whisker pads are pressed against the side of the face. The
side contour of the face and nose is angular and the rounded appearance of the cheeks to either side of
the nose is lost.

Nose Shape

. vV

Not Present ;n! Modmmm Present [1! obvlons& Present !l!
The nares (nostril slits) are drawn vertically creating a more peinted nose that resembles a 'V’ mare than
a ‘U’. The tip of the nase may also be tucked lﬂ!der towards the chin exaggerating this appearance.

Whisker Position

thlonsy Present (1!
Whiskers are or pulled back toward the cheeks instead of the
normal position where whiskers tend to have a gentle downward curve.

Ear Position

Not Present (0) Present (1) Obviously Present (2) )

Normally the ears are roughly perpendicular to the head, facing forward or to the side, held in an
upright position away from the back and sides of the body with a more open and loosely curled shape.
In pain the ears rotate away from normal position to face towards the hindquarters, tend to move
backward and be held closer to the back or sides of the body and have a mare tightly folded or curled
shape (i.e. more like a tube).

The Rabbit Grimace S
with images and explana
for each of the 5 facial
units (FAU); orbital tigl
cheek flattening, no
whisker positior

position. Ea

dCcora
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IA DI NUOVI AGENTI FARMACOLOGICI SULLA CRESCITA TUMORALE (Working document on a severity assessment fra

Quali interventi devono
essere  effettuati  sugli
animali utilizzati in questo
studio?

Che cosa proveranno gli animali? Quanta
sofferenza potrebbero provocare le
procedure? Che cosa potrebbe aggravare
la sofferenza?

In che modo verra ridotta al minimo la sofferenza?

Effetti avversi

Metodologia e interventi

Punto finale umanitario

Mantenimento di topi
immunocompromessi

Gli animali sono soggetti a infezioni

Animaii stabulati in gabbie VG e
sottoposti a pratiche di gestione
mirate per ridurre al minimo il rischio
di contaminazione.

Animali stabulati in gruppi e dotati di
materiale di arricchimento ambientale
per ridurre lo stress.

Le modalita di gestione e di cura
saranno modificate gqualora siano
osservati segni di distress, aggressione
© comportamenti anormali.

Iniezione sottocutanea di

Disagio transitorio a seguito dell'iniezione

Sara soppresso qualsiasi animale che
mostri segni di malattia intercorrente

Liniezione verra effettuata una sola
volta
Verra iniettata la dose adeguata

Gli animali saranno soppressi con
metodi  umanitari  se verranno
osservati segni di distress o disagio piu

(massimo 0,2ml).

Gli animali saranno sottoposti ad
assiduo monitoraggio nel periodo
immediatamente SUCCessivo
all'iniezione.

che lievi, senza recupero rapido, 2
seguito  dell'iniezione  (eventualita
molto rara).

Crescita del tumore

Puo provocare disagio o alterare il
comportamento o |a locomozione normali.
Il tumore pud infettarsi o ulcerarsi (ma non
dovrebbe dare metastasi)

Osservazione quotidiana degli animali,
monitoraggio periodico delle
condizioni generali di salute e della
crescita del tumore

Il piano di monitoraggio comprendera
l'osservazione attenta della postura,
della locomozione e delle dimensioni e
stato del tumore.

Gli interventi farmacologici inizieranno
quando il tumore raggiungera 0,5 cm
di diametro (misurato con compassi
elettronici)

L'animale verra soppresso in caso di
ulcerazione del tumore, se il tumore
interferisce con il comportamento, la
postura o [a locomozione normali o se
le dimensioni del tumore supereranno
1,2 cm di diametro (Workman et al.
2010)

Iniezione intraperitoneale
di un agente
farmacologico nuove

Disagio transitorio 3 seguito dell'iniezione.
| farmaci citotossici possono provocare
diarrea, calo ponderale, anoressia o
letargia

Gli animali saranno sottoposti ad
assiduo monitoraggio nel periodo
immediatamente successivo
all'iniezione.

Dose massima di 10ml/kg al giorno per
7 giorni.

Verranno utilizzati livelli di dosaggio
minimi (stabiliti sulla base di studi volti
a determinare i dosaggi

Per valutare il benessere sara utilizzato
il quadro di valutazione clinica

Gli animali saranno soppressi se il calo
ponderale supererd il 20% del peso
corporeo iniziale. Saranno soppressi gli
animali che non mangiano o con
diarrea per un periodo superiore a 48
ore.

Come punto finale umanitario verra
fissato un limite massimo  del
punteggio clinico.
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ARTRITE (Working document on a severity assessment framework)

_ Quali interventi devono
essere effettuati sugli
animali utilizzati in
questo studio?

Che cosa proveranno gli animali? Quanta
sofferenza potrebbero provocare le
procedure? Che cosa potrebbe

| aggravare la sofferenza?

In che modo verra ridotta al minimo la sofferenza

Effetti avversi

Metodologia e interventi

Punto finale

Iniezione sottocutanea di
collagene bovino di tipo
Il in adiuvante
incompleto di Freund
(FIA) eseguita alla base
della coda per un
massimo di tre volte

Stress da contenimento.

Dolore transitorio, gonfiore moderato nel
sito dell’iniezione e disagio per uno — due
giorni.

Ulcerazione cutanea possibile ma molto
improbabile con FIA.

Atteggiamenti empatici € manipolazione
competente per tutta la durata delle
procedure.

Le formulazioni e dosi standardizzate
saranno selezionate in modo da ridurre al
minimo il gonfiore e il dolore.

Se l'ulcerazione cutanea persistera
o siinfettera, gli animali saranno
soppressi con metodi umanitari

Sviluppo di artrite
(60-G10)

Disagio, dolore, disabilita e distress;

gli animali possono mostrare segni di
decadimento delle condizioni fisiche quali
aspetto abbattuto, inappetenza,
riluttanza a muoversi, calo ponderale,
gonfiore delle articolazioni, vocalizzazioni
udibili alla manipolazione

Monitoraggio clinico assiduo utilizzando una
scheda di valutazione clinica generale, con
maggiore frequenza del monitoraggio
all'insorgenza di segni clinici (di solito a
partire all'incircada G 8 -G 10).

Per tutta la durata dello studio aggiunta di
lettiera morbida e materiale morbido peri
nidi.

Per tutta la durata dello studio accesso
facilitato all’acqua e al cibo (ad es. collocati
sul pavimento della gabbia).

Uso di un sistema di classificazione clinica
dell’artrite che valuta il grado di gonfiore e il
numere delle articolazioni colpite.

Gli animali saranno soppressi con
metodi umanitari al
raggiungimento dei punteggi clinici
predeterminati per i punti finali
umanitari

(v. tabella riportata di seguito)

Somministrazione di
agenti farmacologici
[test e controllo, due
volte al giorno) per via
sottocutanea o
intraperitoneale (dal G
10 al G 24)

Disagio transitorio dopo 'iniezione.

In base ai precedenti dati sugli animali,
non si prevede che gli agenti
farmacologici provochino effetti avversi.

Attento monitoraggio quotidiano utilizzando
una scheda di valutazione clinica generale

Saranno applicati punti finali
umanitari in caso di effetti avversi
significativi

Valutazione degli effetti
degli agenti
farmacologici sulla
gravita dell’artrite
(60.610,G13,G16,6G
20 e G 24)

A seconda dei metodi impiegati pud
verificarsi qualche uiteriore dolore o
disagio transitorio, dovuti ad es._ all’'uso
dei filamenti di Von Frey, I'uso di
compassi elettronici o le necessita di

Attento monitoraggio clinico

Riduzione della frequenza del monitoraggio
(al minimo coerentemente con gli obiettivi
scientifici) fino a recupero dell’animale

V. tabella riportata di seguito
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Valutazione del livello di gravita: esempio di analisi su 1134
richieste di VTS

%
Indicato Autorizzato
Lieve 21,8% 49,2%*
Moderato 14%
Grave 7,4%
Non risveglio 0,2%
Moderato Moderato 21,8% 49,2%*
Grave 21,6%

Non

Non risveglio risveglio 0,8%
Lieve 0,17%
Moderato 0,17%
Grave 4 0,36%

* margine di errore nella categoria considerata

Totale | 501 _44,4%




Livello gravita

Livelli gravita indicati Livelli gravita modificati
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