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RESUMEN

El enriquecimiento ambiental constituye una forma de mejorar el bienestar de los
animales de experimentacion. En muchos paises, el enriquecimiento del ambiente
en los bioterios es una exigencia respaldada por una legislacion; en Argentina esta
tematica esta parcialmente desarrollada. El bienestar brinda a los animales en
cautiverio la posibilidad de expresar la mayor parte de su comportamiento especifico
preservando su salud y permitiendo obtener resultados confiables cuando se los
utiiza como modelos. Hay mucha bibliografia al respecto en favor del
enriquecimiento en animales de experimentacion,en zooldgicos y granjas, pero
muchos autores argumentan que enriquecer el ambiente de los animales bajo
experiencia, altera las condiciones estandarizadas de alojamiento y aumenta las
variables; y en consecuencia modifica los resultados de las investigaciones.

En contraposicién, otros autores consideran que un animal criado en un ambiente
enriquecido se ve favorecido para desarrollar todas sus caracteristicas
comportamentales y también para no alterarse ante cambios inesperados; dando
respuestas mas uniformes, disminuyendo las variables experimentales y permitiendo
utilizar menor numero de animales. Hay pocos estudios en ratones que consideran
este tema, por lo tanto el objetivo de este estudio es analizar las varianzas de los
parametros fisioldégicos y del comportamiento en esta especie criados con y sin

enriquecimiento ambiental respectivamente.

Palabras clave:

Bienestar, comportamiento, enriquecimiento ambiental, ratéon, campo abierto.



SUMMARY

Environmentalenrichmentis a waytoimproveexperimental animal welfare. In
manycountries,environmentenrichment in laboratoryanimal housingis a
requirementsupportedbylegislation. Nevertheless,
thissubjectitisnotcompletelydevelopedin ~ Argentina.  Welfareallowsanimals  in
captivitytoexpressmost  of  theirspecificbehaviors,  improvedtheirhealth  and
consequentlygetreliableresultswhenthey  are used as animal models.
Thereismuchliterature in favor of animal enrichment in zoos, farms and experimental
animals, however, someauthorsarguethatkeeping experimental
animalsunderenvironmentenrichmentprograms,

altershousingstandardconditionsbyincreasingthenumber of variables;

andmodifiestheexperimental results.

In contrast, otherauthorsconsiderthatan animal reared in
anenrichedenvironmentisfavoredtodevelopallitsbehavioralcharacteristics and alsonot
be alteredduetounexpectedchanges; givingthe chance togetuniform responses,
reducing variables and thenumber ofanimals. There are fewstudies in
miceaboutthistopic;thereforetheobjective of thisstudyistoanalyzethevariances of
physiologicalparameters and behavior in thisspecieswith and

withoutenvironmentalenrichmentservantsrespectively.

Key words:

Welfare, behavior, environmentalenrichment, mouse, open field.



EL EFECTO DEL ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL SOBRE LA VARIABILIDAD

DE PARAMETROS FISIOLOGICOS Y CONDUCTUALES EN RATONES DE

LABORATORIO

1. INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION A LA CIENCIA DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

La ciencia del animal de laboratorio se puede definir como una rama
multidisciplinaria dentro de las ciencias bioldgicas que se ocupa del estudio de todos
aquellos aspectos que contribuyen al empleo humanitario de los animales en
investigacion biomédica y a la obtencion de resultados validos, reproducibles,
confiables y comparables. En ella se incluye el estudio de la biologia de los animales
de experimentacion, su comportamiento, su manejo como asitambiénde los
requerimientos ambientales y de enriquecimiento para el alojamiento. Asimismo,
contempla todos los aspectos relacionados con el bienestar animal, la
estandarizacién sanitaria y genética, la prevencion y tratamiento de enfermedades, y
el refinamiento de las técnicas experimentales, incluidas aquellas destinadas al alivio
y tratamiento del dolor como laanalgesia, anestesia yla eutanasia. Esta ciencia
también incluye el estudio de los aspectos éticos y legales que competen a la
experimentacion animal junto con la busqueda de procedimientos alternativos vy
complementariosque respondan al reemplazo enunciado en el principio de las 3

erres de Russell y Burch (Van Zupthen, y col. 1993; Tuffery A. 1995).



Algunos investigadoresven como un exceso llamar ciencia a lo que es en realidad
la aplicacion a un caso especifico los enfoques y métodos provenientes de otras

disciplinas que, a su modo de ver son ciencias(Ferrari, H, 2010).

Se fundamentan en el hecho de que al abordar el bienestar de los animales,
incluso los de laboratorio, no se emplean teorias 0 metodologias especificas, sino
las que se abducen de otros campos, llamando a este escenario problematica. De
todas formas en este trabajo todas las afirmaciones que se hacen son validas ya sea
que consideremos a los animales de laboratorio el objeto de una ciencia especifica,

0 una problematica abordable desde distintas disciplinas.

Sin embargo se debe aclarar que la ciencia de animales de laboratorio se nombra

y considera como tal en el contexto mundial y segun los estandares internacionales.

El término “experimento con animales” puede aplicarse a cualquier procedimiento
cientifico en el que se utilicen animales, con independencia de que sean vertebrados
o invertebrados, estén en laboratorios 0 en ambientes menos restringidos. La
mayoria de los conceptos que surgiran de esta tesis doctoral aplica a los
experimentos con animales que se llevan a cabo en el ambito de la ciencia
agropecuaria, veterinaria, bioldgica,biomédica y la industria farmacéutica vy
laboratorios de ensayos de control de calidad. Con frecuencia, en la biologia,
lasciencias veterinarias y agropecuarias, los ensayos se disefian con el objeto de
recabar informacion relevante o significativa para el animal o para las especies
animales con las que se ha llevado a cabo el experimento. Sin embargo, en la

investigaciéon biomédica y en los controles de calidad, el animal se emplea casi



siempre como modelo experimental para transpolar resultados al hombre. (Zuiiga J.

y col.2001).

El objetivo principal de la ciencia del animal de laboratorio es contribuir con la

calidad de la experimentacion animal y el bienestar de los mismos.

Durante el siglo XX, la naturaleza de la relacion existente entre los seres humanos
y los animales se ha modificado de forma considerable. En la historia reciente, se
utilizaba el ganado para proporcionar alimento, ropa y trabajo. Por medio de un
proceso de domesticacion gradual, los animales salvajes se han convertido en
animales domeésticos y mas tarde incluso en animales de compaiiia. Este proceso ha
tardado muchos siglos en desarrollarse. Por regla general, los primeros animales
utilizados para fines experimentales procedian de las especies domesticadas:
cerdos, perros, gatos, pollos, conejos, etc. Esto era inevitable: era de estos animales
que necesitabamos informacion, para utilizarlos mejor. La industrializacion de la
segunda mitad del siglo XIX produjo un importante cambio en la relacion tradicional

que existia entre los animales y el hombre.

Con el inicio de la agricultura y ganaderias intensivas y la reproduccién especifica
de animales para fines experimentales, se modificaron con rapidez tanto las
condiciones de alojamiento como de cuidado.Durante las ultimas décadas los
cambios en el tamano, y la estructura de los sistemas de alojamiento junto con la
densidad y la composicion de los grupos son de tal envergadura que los animales
suelen presentar problemas para adaptarse a estas condiciones. Con frecuencia, los
sistemas de alojamiento modernos para los animales de granja y experimentacién

hacen aparecer anomalias en su conducta y fisiologia, debido sobre todo al hecho



de que estas condiciones microambientalesno satisfacen las necesidades minimas

de bienestar de los animales.

El mantener los animales en un estado de bienestar 6ptimo es una obligacion
moral del hombre. Desarrollaremos mas adelante qué es, y como semanifiesta en

nuestro campo, la problematica del bienestar animal.

Ademas, desde un punto de vista practico es esencial evitar un sufrimiento
intenso a los animales durante la experimentacion, puesto que puede alterar los

resultados experimentales. (Foster H.y col. 1982).

Teniendo esto en cuenta, existen directivas y reglamentaciones como la CEE,
cap. 2, art 5, CIOMS - ICLASPrinciples, NRC Guide forthecare and use of
laboratoryanimals, FELASA Guidelinesforveterinarycare of laboratoryanimals y la
CCACGuide forthecare and use of experimental animals quese han elaborado y
redactado respecto a la proteccion y el bienestar de los animales utilizados para la
experimentacion y otros fines cientificos, afirmando que a todos los animales
experimentales se les debera proporcionar alojamiento y medio ambiente adecuado,
libertad de movimiento apropiada, alimento, agua de bebida y los cuidados
necesarios para garantizar su salud y bienestar. Cualquier restriccion de las
necesidades fisiolégicas del animal o de sus necesidades etolégicas deberia
limitarse alas inevitables, sin que desnaturalicen el experimento. Por lo tanto es de
vital importancia tener un conocimiento detallado de la biologia de las distintas
especies animales que se estan utilizando y sobre las cualesaun existen muchas

incertidumbres y falta de conocimiento suficiente sobre estos aspectos.



Cabria preguntarse cuales de los requisitos ambientales son esenciales y hasta
qué punto se ven afectados la conducta, la fisiologia y el bienestar cuando se priva a

los animales de algunas de sus necesidades.

Desde mi ambito laboral, he desarrollado mi formacién en la Catedra de Animales
de Laboratorio y Bioterio, actualmente Laboratorio de Animales de
Experimentacion(LAE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Nacional de La Plata.

Este ambito laboral se origind en el curso que sobre animales de laboratorio
dictaban docentes de la Catedra de Anatomia de esta facultad, el mismo
correspondia a una de las materias de la Carrera de Bacteriologia Clinica e
Industrial, creada en el afo 1930, transformada hoy en Microbiologia Clinica e

Industrial y conservando el curso mencionado.

En esos momentos en Argentina se desarrollaban actividades en las que se
usaban animales de laboratorio, dando cuenta de ello el trabajo de Bernardo
Houssay (Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1947) y mas adelante el de Luis
Leloir (Premio Nobelde Quimica en 1970). Sin embargo, hasta hace pocos afios a
nuestro pais le fue muy dificil actualizar los nuevos lineamientos sobre el cuidado y
uso de los animales de experimentacion. Durante ese periodo se vivid una especie
de anarquia en lo que respecta al uso y cuidado de los animales usados en

investigaciones, ensayos y pruebas de diagndstico.

Es en el ano 1989, con la caida del muro de Berlin y con la desaparicion del

bloque comunista de la Unidn Soviética en el afio 1991 que comienza una nueva



etapa en el mundo llamada globalizacion. Es entonces cuando Argentina se ve en la
necesidad de sumarse al contexto mundial incluyendo la consideracién de los
principios y recomendaciones internacionales para el cuidado y uso de los animales
de experimentacion, factor clave para la jerarquizacion de las investigaciones

biomédicas que utilizaban modelos animales en el pais.

Coincidentemente, en el afio 1992 se inaugura el bioterio de la FCV UNLP, como
parte de un proyecto de desarrollo financiado por la JICA (Agencia de Cooperacion
Internacional de Japon). EI mismo contd desde sus inicios con caracteristicas
edilicias y de equipamiento acordes con los estandares internacionales,
desarrollando hasta la actualidad actividades docentes, de investigacion y servicios
a terceros. La puesta en marcha de este bioterio, destinado a la produccion de
diferentes cepas de ratas y ratones de calidad sanitaria y genética certificada,
acompana desde sus inicios los avances que se han producido en esta tematica en
el pais. El desarrollo de normativas y comités de ética para la experimentacion con
animales asi como la legislacién especifica, surgidos como necesidad ante las
controversias que aun hoy acompanan estas actividades, es uno de los temas
centrales en nuestro medio. La calidad de los modelos animales, la aplicacion
correcta de los principios de reduccién, refinamiento y reemplazo; la educacion de
técnicos y usuarios, el disefio de instalaciones y manejo de equipamiento, son

algunos de los aspectos que impactaran sobre el bienestar de los animales.

Desde hace aproximadamente seis afnos se ha producido un cambio de
paradigma en la ciencia de los animales de laboratorio el cual propone tener en

cuenta aspectos relacionados con el comportamiento y por ende con el bienestar del



animal sometido a algun tipo de procedimiento. En ese sentido el enriquecimiento
ambiental se considera como un componente del programa del cuidado del
animal.Esta posicion, que incluye la descripcion y el conocimiento de los
comportamientos y necesidades de cada especie, hace necesario al mismo tiempo,
medir el impacto e influencia del enriquecimiento en el resultadocientifico. En este
sentido se hace ineludible desarrollar estudios sobre la evaluacion de programas de

enriquecimiento en animales de experimentacion.

Del total de los animales de experimentacién utilizados para el descubrimiento de
nuevos avances biomédicos y de importancia para la humanidad, los roedores son el
orden mas importante,formado por unas 1800 especies, y constituyen el 80 % del
total de animales usados. Y dentro de este orden el raton es la especie que sigue a
la vanguardia en tales hallazgosocupando el 95% en preferencia, seguido por la rata
y luego el resto de los roedores. Esta, junto con la facilidad de disponer de diferentes
cepas, el equipamiento necesario y aportar al conocimiento cientifico acerca del
comportamiento y los beneficios del enriquecimiento son algunas de las razones que
ampliamente justifican la eleccidn como modelo para realizar este trabajo (Zufiga J.

y col.2001, Van Zutphen y col.1993).

1.2 ESTANDARIZACION DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

Los animales de laboratorio, como reactivos bioldgicos vivos, deben ser
estandarizados genética y sanitariamente, para que los resultados de las
experiencias sean confiables (Foster H. y col. 1981, 1982, 1983).

El control del estado de salud y de la condicion genética de los animales de

experimentacion que se utilizan como reactivos biolégicos es la base y el
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fundamento para la obtencion de resultados confiables, reproducibles y comparables
en las pruebas de diagndstico, investigacion y controles de calidad, en las que se

requiera el uso de los mismos (Benavidez F., Guénet J.L, 2005).

Aplicando los procedimientos que establecen losestandares internacionales se
puede cumplir con los objetivos generales de incrementar la calidad, reducir el
numero, reemplazar los animales en las experiencias y brindarles bienestar. De esta
manera se evitara la repeticion de los ensayos ya que esto genera un gasto
importante de dinero, de tiempo, y sobre todo una falta de responsabilidad desde el
punto de vista ético y moral por el hecho de estar trabajando con seres vivos (UFAW,

2010).

El uso de animales con estado de salud deficiente o no controlada, o de pureza
genética desconocida, o animales mantenidos en condiciones de no bienestar
conduce inevitablemente a la obtencion de resultados erroneos, imprecisos, y poco o
nada generalizables (Martino P., 2007). En diversos paises de nuestro continente,
incluyendo el nuestro, se puede admitir que esto es bastante comun por lo que los
resultados que se obtienen al emplear animales serian poco confiables y

comparables.

En algunas ocasiones se crian y utilizan animales de laboratorio que potencialmente
albergan microorganismos patdégenos sin que se preste mayor importancia a su
estatus microbioldgico. Debido a la resistencia innata adquirida, estos no siempre
muestran signos clinicos por lo que estas infecciones inaparentes pueden conducir a
errores de interpretacion de los resultados experimentales (Coates M. & Gustafsson

B. 1984).
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Los animales portadores de dichas contaminaciones pueden causar brotes
epizooticos en los bioterios; por lo tanto el diagndstico y la deteccidn de estos
microorganismos se han convertido en el objeto primario del control sanitario de los

animales de laboratorio (ICLAS, 1964, NIH, Manual of Microbiologia,1994).

De la misma manera, un animal no definido genéticamente también conducira a la
obtencion de resultados no comparables e ira en contra del principio de las 3Rs
(reduccién del numero de animales, reemplazo por otros métodos y refinamiento de
las técnicas experimentales) por lo que es indispensable asegurarse de emplear
siempre animales definidos desde el punto de vista sanitario y genético (Lyon M.

1989; Hedrich H.1990).

Toda experimentacion con animales de laboratorio utilizados como modelos, exige
que se controlen al maximo las variables ya comentadas como asi también las
macro y micro ambientales y de manejo; de manera de evitar que estos factores
interfieran con los resultados de las experiencias (Svendesen & Jan Hau. 1994), por
lo cual los distintos elementos que integran dichas variables deben ser conocidos y

controlados.

Esta vision de los animales como reactivos bioldgicos tiene una ventaja y una
desventaja. La ventaja es que propone que se homologuen a “nivel de reactivo puro”
las condiciones indispensables que debe reunir para comportarse como tal, es decir,
su calidad y pureza, por eso la estandarizacion genética, sanitaria y de manejo es
fundamental. El aspecto negativo del término reactivo, es que al definirlo como
insumo, algo que se transforma, no se espera que tenga mas necesidades que su

mera preservacion de manera que sea Util a nuestros objetivos. No se pregunta por
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el bienestar del acido acético glaciario, o por los estados afectivos del potasio. Este
término, al invisibilizar ladiferencia cualitativa entre el ratéon y la droga que se le
inyecta, habilita una via simbdlica hacia la desensibilizacion de los operadores

respecto de sus animales.

1.3 EL AMBIENTE DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

Una instalacion para animales de laboratorio (bioterio) debe facilitar la
investigacion mediante la disminucion de variables experimentales imprevistas,
mientras provee todos los requerimientos fisiologicos, sociales y de comportamiento
del animal. Existen proyectos de investigacion diferente, y/o especies diferentes de
animales, que requieren a menudo ambientes, manejos e instalaciones distintos.
Para satisfacer tales necesidades, un bioterio debe tener areas separadas para
diversas funciones, salas y equipo especializados, y condiciones ambientales

controladas. (Dean S.W., 1999).

Existen factores fisicos, quimicos y bioldgicos que influyen sobre los animales de
experimentacion y modifican los resultados de las investigaciones. Estos son, en
principio, validos para las condiciones en las cuales se obtuvieron y utiles para la
comparacion, solamente si esta disponible toda la informacién pertinente relativa a

las condiciones experimentales.

Para su mayor comprension el ambiente de los animales de experimentacion

puede dividirse en dos: el macroambiente y el microambiente.

El macroambiente es el espacio fisico donde se alojan el conjunto de jaulas para

mantener los animales, mientras que el microambiente es el espacio inmediato que
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rodea a los animales y esta limitado por el perimetro de la caja o jaula. Cada uno

tiene particularidades que se detallan a continuacion.

1.4 MACROAMBIENTE

Es el ambiente fisico donde se alojan los animales y lo integran una serie de
factores que se denominan variables ambientales los cuales deben ser controlados.
Entre estos, se encuentran: la temperatura (°C y variaciones), la humedad relativa
(% y variaciones), la ventilacién, la iluminacion (natural y/o artificial, el fotoperiodo, y

la intensidad); los ruidos y los olores.

Control del macroambiente

Las exigencias ambientales varian segun la especie animal y el protocolo
experimental. No son pocas las veces en que se producen contradicciones entre
ambos requerimientos, y es funcion del personal, quien gestiona el bioterio,

solucionarlas adecuadamente o indicar los cambios que se requieren.

Los parametros del ambiente estan habitualmente evaluados a nivel del local de
alojamiento. Sin embargo, es importante considerar el microambiente de la caja,
porque las condiciones entre este y el macroambiente pueden variar
considerablemente. Ciertos datos disponibles indican que la temperatura, la
humedad, la concentracion de gases y determinadas particulas son mas elevadas
en el microambiente que en el macroambiente (Besch 1980; Hasenau y col. 1993;
Perkins and Lipman 1995; E. Smith y col. 2004),mientras que los niveles de
iluminacién son generalmente mas bajos.Ademas, los roedores son quienes generan

y regulan su microambiente, tanto en su ambiente ancestral de seleccion,en los
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antropizados que han colonizado y en los laboratorios. Esta regulacién que ejercen
los roedores se concreta mediante la construccion de madrigueras, y la realizacion

de conductas especificas.

El disefio de la instalacion para los animales debe permitir ajustar los mecanismos
de control del ambiente, a fin de cumplir con las necesidades de las especies vy el
protocolo experimental correspondiente. Cada sala en la cual se alojan debe contar
con un sistema de control ambiental. En instalaciones que no han sido construidas
especificamente para albergar animales, y que no cuenten desde el punto de vista
del equipamiento, con un sistema que permita realizar el control del ambiente, es
posible llevarlo a cabo mediante un manejo apropiado, instalar cronémetros
automaticos de iluminacion, redstatos, ventiladores de extraccion con control

termostatico, humidificadores, y unidades de aire acondicionado.

Temperatura

Los datos publicados en literatura de referencia sobre temperaturas 6ptimas para
alojar animales de laboratorio son variables (CCAC, 1984; Clough, 1984; NRC,
1985). En este trabajo se toman en cuenta las directrices del Consejo de Europa

(European Convention, 1986).

TABLA 1- Relacion de temperatura y humedad relativa entre las distintas especies
de animales de laboratorio

TEMPERATURA H R%
ESPECIES(peso) | Sala/Jaula °C | (Humedad relativa)
RATON 22-25 50-70

RATA 20-25 50-55
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Los animales deben ser alojados y mantenidos dentro de un rango de
temperatura apropiada para la cual se adaptan con minimo estrés y alteracion
fisiologica. EI mantenimiento de la temperatura corporal dentro de su variacion
circadiana normal es necesario para su bienestar. La zona termo neutral es el rango
de temperatura donde se produce la termorregulacion, sin necesidad de que un
animal incremente su produccion metabodlica de calor o active los mecanismos de
pérdida de calor porevaporacion(Gordon 2005).Para mantener la temperatura del
cuerpo en un ambiente determinado los animales ajustan su comportamiento y su
fisiologia.Por ejemplo, en los ratones la zona termoneutral ronda entre 26°C vy
34°C(Gordon 1993); por lo que a temperaturas mas bajas, construyen nidos y se
acurrucan para descansar y dormir permitiéndole termorregular por comportamiento
y controlar su microambiente. Por el contrario, prefieren temperaturas por debajo de
los 26°C para sus periodos de actividad(Gaskill y col. 2009; Gordon 2004; Gordon y

col. 1998).

La temperatura ambiente en un cuarto para roedores debe estar ajustada
siempre por debajo de su limite critico inferior para evitar estrés por calor. Esto lleva
a proveerle materiales o estructuras para que puedan termorregular (nidos, tuneles,

etc.) y evitar el estrés por frio.

Es esencial que existan equipos de emergencia disponibles para mantener las
temperaturas ambientales, particularmente en salas que alojan animales pequefios
de laboratorio, peces, y primates no humanos (PNH). En casos especiales, por
ejemplo, cuando se alojan animales muy jovenes o sin pelo (ratones), es necesario

mantener temperaturas mas altas que las sugeridas.
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Las temperaturas en las salas de los animales deben ser controladas diariamente
y, preferentemente, registradas durante las 24 horas del dia. Si las practicas de
manejo o el protocolo experimental requieren que un animal sea alojado a
temperaturas fuera de las recomendadas, se le debe dar el tiempo necesario para
adaptarse (Baker, Lindsey y Weisbroth, 1979). La temperatura del microambiente
debera igualmente ser controlada. Los factores que afectan la temperatura en la
caja/jaula incluyen el tipo y material de la caja, del lecho y del nido, el uso de tapas
filtros, como también la especie,la edad, el sexo, la cepa de los animales, y la

densidad de alojamiento (Woods, 1980; Corning, 1992).

Las temperaturas ambientales y sus variaciones son muy importantes ya que
pueden afectar la investigacion y las pruebas con los animales, hasta llegar a influir
en la respuesta delos mismos a determinadas drogas, en la susceptibilidad a
enfermedades infecciosas, la fertilidad, la reproduccion, la ingesta de agua y de
alimentos, las curvas de crecimiento, y los parametros hematologicos (Baker,
Lindsey y Weisbroth, 1979; Lindsey, 1978; Yamauchi, 1981). Ocasionalmente, la
temperatura optima para el animal de experimentacion no es la mas comoda para el
personal; sin embargo, las preferencias humanas no deberian comprometer los

requerimientos experimentales o la salud y comodidad del animal.

Humedad

La mayoria de los animales de laboratorio requieren una humedad relativa
alrededor de 50%, pero pueden tolerar variaciones de +/- 20% mientras sea de
manera relativamente constante y que las variaciones de temperatura sean

adecuadas (Clough, 1987).Es importante considerar que cuando los niveles de
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humedad no permiten que los animales logren controlar y mantener su homeostasis
térmica esto resulta en un malestar que puede afectar su bienestar. En las
instalaciones donde es dificil de controlar la humedad dentro de variaciones

aceptables, es necesario instalar deshumidificadores o humidificadores.

Los niveles de humedad afectan los resultados experimentales, influyendo en la
regulacion de la temperatura, el desempefio del animal, y la susceptibilidad a las
enfermedades. Numerosos estudios han demostrado que tanto los porcentajes altos
como los bajos de humedad incrementan la tasa de mortalidad en ratones

predestete(Clough 1982).

En los sistemas de cajas con tapa filtro para roedores, la humedad relativa del
microambiente puede aumentar las concentraciones tanto de amonio como de
amoniaco (Corning and Lipman 1991; Hasenau y col. 1993) lo que a su vez puede
provocar irritaciones de las fosas nasales y alterar alguna respuesta bioldgica

(Gordon y col. 1980; Manninen y col. 1998).

Ventilacion

El propdsito principal de la ventilacion es proveer buena calidad de aire y
condiciones ambientales estables. Especificamente ésta debe proveer oxigeno,
remover la carga térmica producida por los animales, el personal, los equipos y las
luces, diluir las particulas gaseosas y contaminantes incluidos los alergenos y
patdgenos que se dispersan en el aire, permitir ajustar la temperatura y la humedad

del cuarto y de ser posible crear presiones diferenciales entre espacios adyacentes.
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El disefio del sistema de ventilacion del edificio debe permitir el mantenimiento de
estos parametros dentro de limites aceptables. El indice requerido de circulacion de
aire varia segun diferentes factores, principalmente la edad de los animales, el sexo,
la especie, la densidad de la poblacion, la frecuencia de la limpieza, la calidad del
aire que entra desde el exterior, la humedad y la temperatura del medio, y el disefio
del macro y microambiente.

Se recomienda usualmente una frecuencia de 15 -20 cambios de aire por hora
(sin corrientes de aire) para salas alojando animales pequefios de laboratorio en
condiciones convencionales; esto permite obtener aire de buena calidad, con un
volumen constante y asegurar un microambiente con buena calidad de aire (Clough,
1984).Sin embargo, tal frecuencia no garantiza la ventilacion adecuada al nivel de la

caja, particularmente si se usan tapas filtros (Keller, White, Sneller y col. 1989).

Este régimen de ventilacion puede, en algunas circunstancias, provocar una
sobreventilacion en macroambientes con pocos animales y generar un derroche de
energia o una subventilacibn en macroambientes con muchos animales vy
provocarun incremento del calor y la humedad, y ademas generar contaminantes en
la sala. Los equipos con ventilacion individual de cada caja y los locales con flujo
laminar proveen una buena ventilacién con una circulacion de aire unidireccional sin
demasiadas corrientes o torbellinos de aire. Estos sistemas pueden aislar
eficientemente las cajas entre ellas y controlar la diseminacion de olores y agentes
patdgenos transportados en el aire (Phillips y Runkle, 1973; McGarrity y Coriell,

1976).
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Las diferencias de presion de aire pueden usarse para inhibir el pasaje de
agentes patdégenos entre salas. Las presiones mas altas se usan en areas limpias
unidas con areas sucias O con riesgos biologicos, a fin de minimizar las
contaminaciones (Hessler y Moreland, 1984). En las instalaciones donde el
confinamiento y la exclusibn de microorganismos dependen en parte de las
diferencias de presion de aire, se pueden utilizar mandmetros o varillas graduadas
inclinadas para medir la diferencia entre las presiones altas y bajas en milimetros de

agua. Generalmente, se debe mantener una diferencia de 2.5-5.0 mm (Small, 1983).

El disefio del sistema de ventilacion debe tomar en cuenta la conservacion de
energia (Besch, 1980). Aunque sean preferibles los sistemas que cambian el aire, no
son especialmente econdmicos en regiones con temperaturas extremas (Hessler,
1984). Los sistemas de recirculacion de aire deben ser dotados de filtros eficaces
con 85 — 95 % ASHRAE y de depuradores de aire, si fueranecesario, para evitar la
diseminacion de enfermedades y quitar particulas y contaminantes gaseosos (p. €j.,

NH3) (Hessler, 1984, NAFA 1996).

lluminacién

Los tres factores de la iluminacion que pueden influir sobre los animales de
laboratorio son: la intensidad, la calidad, y el fotoperiodo. La iluminacién debe
proveer una buena visibilidad y brindar una luz uniforme y sin reflejos. La luz puede
afectar la fisiologia, la morfologia y el comportamiento de los animales (Azar y col.
2008; Brainard y col. 1986; Erkert and Grober 1986; Newbold y col. 1991; Tucker y

col. 1984).
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Los fotoestresores mas importantes son el fotoperiodo, la fotointensidad y la

calidad del espectro de la luz inapropiada (Stoskopf 1983).

El nivel recomendado de unos 300 lux aproximadamente a 1m del piso es
aceptadocomo para desarrollarlas tareas de rutina con los animales y no ocasionar
retinopatia fototoxica en los roedores (Belhorn, 1980). Un nivel de aproximadamente
200 lux no parece causar danos a la retina y se ha demostrado que es adecuado
para la reproduccion y el comportamiento social normal entre la mayoria de los
roedores (Weihe, 1976). A este nivel, es necesario contar con una fuente de
iluminacion adicional controlada por un interruptor separado con el objeto de mejorar

la iluminacién durante las actividades de mantenimiento.

La intensidad luminosa experimentada por animales alojados cerca de la fuente
puede diferir notablemente con la que experimentan otros mas alejados, porque la
intensidad es inversamente proporcional al cuadrado de la distancia de la fuente
luminosa. Ademas, dicha intensidad dentro de una jaula depende de la construccion
y del tipo, de su posicion sobre el soporte, del tipo de soporte, y puede variar
notablemente desde el frente hacia atras (McSheehy, 1983). También puede influir
sobre la agresividad y el canibalismo en los roedores (Weihe, 1976; Fall, 1974). Los
cambios graduales entre los periodos de oscuridad y claridad dan tiempo para el

ajuste del comportamiento y la expresion de conductas crepusculares.

Se ha constatado que la iluminacién en las salas donde se alojan animales
deberia tener en la medida de lo posible las caracteristicas de la luz solar. En los
roedores de laboratorio, un espectro luminoso que difiera notablemente de la luz del

sol puede reducir el rendimiento de la reproduccidon, ocasionar anormalidades
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delcomportamiento y favorecer el desarrollo espontaneo de tumores (Weihe,
1976).Es importante tener en cuenta que comercialmente se dispone de diversos

artefactos de iluminacioén que imitan el espectro de la luz del sol.

El fotoperiodo es probablemente el factor de la luz que influye mas en los
animales de laboratorio. La luz es captada por los fotorreceptores de la retina y
genera impulsos nerviosos que son conducidos a distintas areas cerebrales para su
procesamiento. Entre estas areas cerebrales, es muy importante el eje hipotalamo-
hipofisario que actua como regulador en la produccion y secrecion de hormonas que
regulan numerosos procesos vitales como la reproduccion, y otros ritmos
circadianos, los cuales pueden tener influencia vital en estudios toxicoloégicos vy
farmacolodgicos. El ciclo circadiano puede afectar la respuesta del animal a drogas o
su resistencia a organismos infecciosos inoculados (McSheehy, 1983). La relacion
luz - oscuridad afecta el rendimiento reproductivo y la madurez sexual. En caso de
que el periodo de luz se interrumpa por la oscuridad, se observan pocos efectos
importantes; por el contrario, si ocurre alainversa, los ritmos endégenos pueden
afectarse significativamente (Davis, 1978). Eso es una razén para instalar relojes
automaticos destinados a regular los ciclos de luz en todas las salas donde se alojan
animales. El fotoperiodo establecido deberia controlarse a través de un sistema de
alarmas. Asimismo, hay que tener en cuenta que en caso de que existan ventanas
en los locales donde se alojan animales, estas deben poder cerrarse totalmente.Las
diferencias en la iluminacion, la temperatura y el flujo de aire entre las jaulas sobre
los estantes pueden afectar los resultados experimentales y por lo tanto deberian ser

minimizadas.Esto es posible rotando las jaulas en diferentes posiciones sobre los
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estantes, o asignandoa las mismas un numerobasado en una tabla de numeros

aleatorios.

Algunas especies son poco sensibles a ciertas zonas del espectro luminoso; por
lo tanto en algunos laboratorios, cuando deben realizarse manipulaciones durante el
horario de oscuridad, se emplean luces con longitudes de onda que no perturben a

los animales. (Berson DM y col. 2002).

También es deseable establecer sistemas de encendido y apagado progresivo de
los distintos puntos de luz de las salas de los animales, con el fin de evitar el efecto
negativo que podria tener un paso instantaneo de la fase oscura a la luz y viceversa

(Zuhiga J. y col.2001)

Ruido

Los efectos del ruido sobre los animales de laboratorio dependen de la intensidad,
frecuencia, rapidez de aparicion, duracion y también de las caracteristicas del animal
(especies, cepa, antecedentes de exposicion al ruido). La sensibilidad vy
susceptibilidad al ruido que conduce a la sordera difiere segun la especie. La
exposicion prolongada a niveles altos de ruido puede ocasionar lesiones auditivas.
La exposicion a patrones uniformes de estimulo puede conducir mas rapidamente a
la pérdida del oido, mientras que la exposicion a patrones irregulares probablemente
ocasione desoérdenes debidos a la activacion repetida del sistema neuroenddcrino

(Peterson, 1980).

Un ruido intenso puede ocasionar alteraciones en los sistemas gastrointestinal,

inmunoldgico, reproductivo, nervioso, y cardiovascular, como asi también cambios
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en el desarrollo, el nivel de hormonas, la estructura suprarrenal, el numero de células
sanguineas, el metabolismo, el peso de los érganos, la ingestion de alimentos y el
comportamiento (Agnes, Sartorelli, Abdi y col. 1990; Bailey, Stephens y Delaney,
1986; Fletcher, 1976; Kraicer, Beraud y Lywood, 1977; Nayfield y Besch, 1981; Pfaff,

1974; Gerber y Anderson, 1967).

Los ruidos intensos y subitos pueden provocar sobresaltos y acelerar la aparicion
de crisis epileptiformes en varias especies y cepas de animales de laboratorio
(Iturrian, 1971; Pfaff, 1974). Ademas se ha confirmado que la emisién de
ultrasonidos pueden ocasionar perturbaciones al comportamiento en una variedad
de especies (Algers, 1984). Aunque no se establecieron criterios firmes para la
tolerancia al ruido en los animales de laboratorio como se hizo para el hombre (Falk,
1973; Welch y Welch, 1970), se puede presumir que ruidos innecesarios y excesivos
constituyen una variable experimental importante y un peligro posible para la salud.

Se considera apropiado que en las salas el ruido no sea superior a los 50 dB.

El ruido se puede controlar en los bioterios mediante un disefo y construccion
apropiados, una seleccion atenta del equipo, buenas practicas, mediciones regulares
y manejo adecuado. Los animales naturalmente ruidosos deben ubicarse donde no
molesten a las especies mas tranquilas y sensibles al ruido. Las alarmas de incendio
que operan a baja frecuencia son perceptibles por el hombre, pero no perturban
ratones y ratas. Los teléfonos no deben instalarse en las salas de los animales. En
los bioterios generalmente existen elementos que emiten ultrasonidos (Sales,

Wilson, Spencer y col. 1988), comocanillas que gotean y diversos mobiliarios que
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chirrian, por lo tanto se deben hacer esfuerzos para identificar de donde provienen

los mismos y corregirlos.

El ruido puede también perturbar o perjudicar al personal de los bioterios, los
investigadores, y a otras personas que trabajan cerca. Puede ser necesario proveer
protectores de timpanos a las personas que trabajan con algunos tipos de animales

tales como: perros, cerdos, monos, o en salas donde se limpian las jaulas.

1.5 MICROAMBIENTE

Es el espacio inmediato que rodea a los animales y esta limitado por el perimetro
de la caja o jaula. Los factores que forman parte del mismo y que deben controlarse
para evitar variaciones son: el habitaculo (caja, jaula o corral), el lecho o cama, el
alimento, el agua y la densidad de animales. También deberiamos incluir los
productos quimicos que se encuentran tanto en el micro ambiente como en el

macroambiente.

Productos quimicos

Los productos quimicos en el ambiente suelen causar de muchas maneras
problemas al animal de laboratorio. Los compuestos 0 metabolitos toxicos pueden
tener en si efectos locales o sistémicos sobre todas las especies. Muchos de los
productos quimicos que se encuentran en los bioterios son responsables de
alteraciones en la actividad enzimatica microsdémica del higado, también se
detectaron problemas a nivel de la funcidon inmunitaria y del comportamiento, de los
alérgenos, mutagénesis, teratogénesis y carcinogénesis. Los efectos son modulados

por la interaccién entre factores quimicos (la concentracion; las propiedades
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fisicoquimicas; la duracién, la frecuencia y via de exposicion; la interaccion con otros
agentes) y factores del huésped (especie, edad, sexo, cepa, estado nutricional,

funcion inmunitaria y estado de salud) (Baker, Lindsey y Weisbroth, 1979).

Los productos quimicos llegan al micro ambiente mediante el aire, el agua, los
alimentos, la cama y las superficies de contacto. Los contaminantes comunes del
aire incluyen las particulas y polvo de cama, los desinfectantes con amoniaco, las
feromonas, los solventes organicos, los anestésicos volatiles, los insecticidas, y

perfumes o desodorantes.

El contaminante del aire mas importante en las salas con animales es el
amoniaco (NHsz) que proviene de la descomposicion de residuos nitrogenados
(Broderson, Lindsey y Crawford, 1976). Este causa irritacion del epitelio respiratorio
y aumenta la susceptibilidad de los roedores a la micoplasmosis respiratoria
(Broderson, Lindsey y Crawford, 1976; Lindsey, Connor y Baker, 1978). Se ha
observado que se producen cambios patolégicos subclinicos en el sistema
respiratorio debido al amoniaco, complican los estudios de toxicidad por inhalaciéon
en roedores de laboratorio (Gamble, 1976). Enel personal, 25 ppm o0 menos con una
exposicion de 8 horas/dia y 5 dias/semana no tiene efectos nocivos [American
Conference of Government and Industrial Hygienists Threshold Limit Value (TLV, en
inglés)]. El umbral de deteccion del olor a amoniaco en los humanos es de 8 ppm, en

comparacién con un valor limitado del umbral (VLU) que es 17 mg/m?®.

El micro ambiente del animal debe ser verificado asi como también la sala, porque
a menudo las condiciones difieren significativamente entre los dos (Corning y

Lipman, 1992). Los niveles de amoniaco aumentan cuando las factores relacionados
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con la produccién de animales (especie, sexo, densidad de poblacion, cama)
exceden a aquellos que intervienen en la eliminacion del amoniaco (disefio de las
jaulas, cambio de aire, frecuencia de la limpieza, etc.) (Serrano, 1971). La tapa filtro
que reduce el cambio de aire a nivel de la jaula, puede conducir rapidamente a
concentraciones nocivas de NHs;. Por eso su control dentro de niveles seguros
requiere una atencion constante de la densidad del abastecimiento de aire y la

frecuencia de limpieza de la jaula.

El personal técnico y usuario de animales nunca debe usar perfumes y
desodorantes para enmascarar los olores de amoniaco u otros propios de los
animales, lo que se recomienda es implementar buenas rutinas de limpieza. Estas
sustancias en general son nocivas para los animales(Baker,Lindsey y Weisbroth,
1979; Pakes, Lu y Meunier, 1984). Ademas, los anestésicos volatiles deberian

usarse solamente con aparatos apropiados de depuracion.

Hay que tener en cuenta que también pueden entrar en el ambiente del animal
productos quimicos mediante el agua. Ademas de la verificacion de los
contaminantes bacterianos y salvo en los animales acuaticos, la calidad del agua
raramente se controla. Se usa habitualmente el agua clorada de los municipios. Se
han detectado mas de 700 compuestos organicos en tales fuentes (90% son
productos naturales de descomposicion). Estos pueden reaccionar con el cloro para
producir cloroformo (Pakes, Lu y Meunier, 1984).Algunas sustancias inorganicas,
particularmente el cobre (que proviene de canos de cobre) y el cloro, son

especialmente peligrosas para los organismos acuaticos.
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Los alimentos pueden ser contaminados por metales pesados (p. ej., plomo,
arseénico, cadmio, niquel, mercurio), por toxinas naturales (p. ej., micotoxinas,
alcaloides del tizon, alcaloide de la pirolizidina, compuestos estrogénicos), por
productos agricolas quimicos (p. €j., herbicidas, plaguicidas, fertilizantes), y aditivos
(p- €j., antibidticos, colorantes, agentes de conservacion, condimentos, drogas
incorporadas involuntariamente) (Baker, Lindsey y Weisbroth, 1979; Pakes, Lu y

Meunier, 1984; Silverman y Adams, 1983).

Los productos quimicos que se encuentran sobre la superficie de contacto
incluyen los agentes de limpieza tales como: jabones, agentes liquidos, detergentes,
solventes y desinfectantes (Burek y Schwetz, 1980).Estas sustancias deben
enjuagarse de las superficies con las cuales los animales entran en contacto, a
menos que tengan especificado su inocuidad por parte del fabricante y que no
represente ningun riesgo. La eficacia del ciclo de enjuague del lavado de las jaulas

debe verificarse periédicamente para asegurase que no queden residuos.

En cuanto al material que compone el lecho, particularmente los productos
derivados de la madera, son capaces de introducir en el micro ambiente del animal
aceites volatiles naturales, herbicidas, plaguicidas y agentes de conservacion. Como
asi también otros contaminantes posibles incluyen los PCB y antibiéticos (Silverman
y Adams, 1983).En el caso de los hidrocarburos volatiles contenidos en la viruta de
cedro y pino, es importante evitarlos ya que pueden inducir la sintesis de enzimas

hepaticas microsémicas. (Weisbroth, 1979).
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Lecho o Cama

Todos los animales deben tener un sustrato apropiado para descansar, dormir y
desarrollar las actividades correspondientes a su comportamiento. A este sustrato se
lo llama comunmente lecho o cama. La eleccion de materiales para lecho para las
jaulas o cajas puede influir profundamente el micro ambiente de los pequefios
roedores. En la mayoria de los casos, se recomienda lecho de contacto directo con
los animales ya que cuando se les da la posibilidad de elegir, los roedores prefieren
pisos soélidos con lecho y no de alambre (Blom y col. 1996; Manser y col. 1995,

1996).

El lecho de contacto aumenta las posibilidades de expresar comportamiento
especificos de las especies por ejemplo, escarbar, anidar, forrajear, etc., (Armstrong
et al. 1998; Ivy y col. 2008) ademas de absorber la orina, las heces y facilitar la
limpieza y sanitizacién. Si se provee en suficiente cantidad también facilita la
termorregulacion (Gordon 2004).Los animales en reproduccion deben contar con
material adecuado para construir el nido segun los requerimientos de cada especie

(ratones: Sherwin 2002; ratas: Lawlor 2002; gerbils: Waiblinger 2002).

Se debe siempre tomar en consideracion el material de lecho cuando se elabora
un protocolo experimental, y usar el mismo a lo largo del estudio, dada la influencia
que ejerce sobre las respuestas fisioldégicas y de comportamiento, su posible
toxicidad y carcinogénesis. De esta misma manera los lechos no esterilizados, son
una fuente posible para la introduccion de microorganismos y enfermedades en las

colonias de roedores. (Newman y Kowalski, 1973).
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En general se utiliza como material para lecho la viruta de maderas blandas y

blancas, la mazorca de maiz molida y micropellets de madera blanda.

TABLA 2 -Criterios deseables para el lecho de contacto de los roedores

CRITERIOS DESEABLES PARA EL LECHO DE CONTACTO DE LOS ROEDORES
(Kraft, 1980)

) Absorba la humedad

Exenta de polvo

No permita el crecimiento bacteriano

No comestible

No manche

No ocasione traumatismos

Fije el amoniaco

Se pueda esterilizar

No forme productos indeseables después de la esterilizacion
Facil de almacenar

No sea desecante para los animales

No contaminada

No nutritiva, desagradable al gusto, dificil de masticar o de guardar en la boca
No téxica

No maloliente

Apropiada para la nidacion

Apropiada a la incineracion

Facil de obtener

Relativamente barata

Resistente al fuego

Quimicamente estable a lo largo del uso
Uniforme entre los lotes

Optimice el comportamiento normal

No sea perjudicial para los lavajaulas

No presenta peligro o riesgos para el personal

Densidad de poblacién y limitaciones de espacio

Las necesidades de espacio para los animales son complejas y las
consideraciones solo por el tamafo o la relacién del peso del animal con la superficie
de area disponible son insuficientes. Los argumentos para determinar el espacio

incluyen: la edad, el sexo, el numero de animales a coalojar y la duracién del
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alojamiento, la finalidad de ese alojamiento (experimentacién o produccion) y alguna
necesidad especial que tengan (espacio aéreo). En muchos casos los animales
puberes que pesan menos pueden requerir mas espacio relativo que los adultos
(Ikemoto & Panksepp 1992). Los animales sociales alojados en grupos pueden
compartir zonas, por lo que la cantidad de espacio requerida por animal es menor a
medida que se incrementa el tamafio del grupo; por lo tanto, grupos grandes pueden
requerir menos espacios que los alojamientos individuales o en grupos pequefos.
Pero los alojamientos sociales deben tener complejidades estructurales y espacio
para permitir el escape o el escondite de sus agresores o dominantes. Los animales
en reproduccion requieren de mayor espacio, especialmente si son criados con

varios padres en la misma caja hasta la edad del destete.

Los recintos con enriquecimientos complejos pueden aumentar las expresiones
de algunos comportamientos especificos y requerir de mayor espacio para sus
necesidades. Por lo tanto no hay una férmula ideal para calcular y recomendar

espacios para los animales basados solo en el tamafio y peso corporal.

Las nuevas revisiones de guias de referencia mundial (ejemplo: Guide for the
Care and use of Animals 8th edition) se han diferenciado de las anteriores y han
puesto el foco en otras consideraciones, como son las necesidades especie
especificas, las alturas de los recintos para permitir la expresion de conductas yde
posiciones posturales, el uso del espacio aéreo de la especie, e incluso el empleo de
perchas que permitan al animal separar su cuerpo totalmente del suelo lo que

mejora su bienestar(Clarence y col. 2006; MacLean y col. 2009).
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Esta guia indica ademas que los comités de cuidado y uso de animales
(CICUALes) de cada institucion son los que deben asesorar, recomendar, revisar y
modificar de ser necesario los alojamientos considerando indices de rendimiento,
(por ejemplo: la salud, la reproduccion, el crecimiento, la actividad, el
comportamiento y el uso del espacio); ademas considera necesidades especiales
especifica de especies y/o caracteristicas de cada cepa (ejemplo: obesidad,
hiperactividad, etc.) y por ultimo el uso experimental (animales en estudios de largo

plazo requieren de espacios mas grandes y complejos).

En cuanto al espacio destinado a objetos que se introducen en el microambiente
como tolvas de agua, juguetes u otro tipo de enriquecimiento no deben considerarse

como parte de la superficie disponible.

La densidad de poblacion y el tamano de los grupos influyen en el estado
fisiolégico y psicolégico de los animales y pueden afectar profundamente las
respuestas experimentales (Baer, 1971; Clough, 1976). La supervivencia y
crecimiento de los ratones, tanto como el comportamiento maternal, pueden ser
afectados negativamente por superficies de piso demasiado grandes. El
comportamiento de nidacion en las ratas se perturba y altera en las cajas adonde
hay una gran densidad poblacional, lo que se traduce en una tendencia creciente a
que las madres ignoren a los animales jovenes y se incremente la mortalidad. La
densidad puede afectar la eficiencia en la ingesta de alimentos y la incidencia de
lesiones de piel (Les 1968, 1972). Por el contrario, el estrés producido por el
aislamiento puede resultar en un incremento de la nerviosidad entendida como la

agresividad, la susceptibilidad a convulsiones y a algunas drogas, el metabolismo y
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la actividad cértico-suprarrenal (Balazs y Dairman, 1967; Hatch, Weiberg, Zawidzka
y col. 1965; Moore, 1968). Siempre y cuando sea posible, el tipo de alojamiento y las
densidades animales deben ser uniformes a lo largo de un estudio. Las densidades

recomendadas de alojamiento se enumeran en la tabla 3.

TABLA 3 - Recomendaciones de espacio minimo comunmente usados en roedores
de laboratorio alojados en grupo

Animal | Peso, g Area de | Alto, | Comentarios
piso/animal,(c | (cm)
mz)
Ratones | <10 38.7 12.7 Animales grandes pueden
en Hasta 15 51.6 12.7 requerir mas espacio para
grupos | Hasta 25 | 77.4 12.7 alcanzar sus estandares de
>25 >96.7 12.7 rendimiento
Hembra 330 12.7 Otras configuraciones
+ (espacio reproductivas pueden
camada recomendado requerir mas espacio 'y
para alojamiento pueden depender de
en grupo) consideraciones tales como
el nimero de adultos y
camada, y tamafio y edad de
las crias
Ratas en | <100 109.6 17.8 Animales grandes pueden
grupos | Up to 200 | 148.35 17.8 requerir mas espacio para
Up to 300 | 187.05 17.8 alcanzar sus estandares de
Up to 400 | 258.0 17.8 rendimiento
Upto 500 | 387.0 17.8
>500 451.5 17.8
Hembra 800 17.8 Otras configuraciones
+ (espacio reproductivas pueden
camada recomendado requerir mas espacio 'y
para alojamiento pueden depender de
en grupo) consideraciones tales como
el nimero de adultos y
camada, y tamafio y edad de
las crias
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Cajas o jaulas

El tamano de las jaulas elegidas debe ser apropiado para cada especie alojada.
Las jaulas no deben permitir solamente guardar los animales de una manera segura,
sino también garantizar su comodidad, permitiendo ajustes de postura y de
comportamiento normales, y contribuir al enriquecimiento ambiental. Los animales
sociales por naturaleza no se deben alojar solos, a menos que eso sea un
requerimiento del protocolo de investigacion, y que sea aprobado por el Comité de
cuidado y uso de los animales. Las jaulas deben ser adecuadamente ventiladas,
permitir un campo visual satisfactorio para los operadores y un acceso facil a los
animales. Los sistemas de bebederos y de distribucion de alimentos deben ser
planificados y ubicados para permitir su acceso facil, sin que se contaminen con
excrementos. El disefio de las jaulas debe facilitar su limpieza y desinfeccion.
Lamentablemente, este ultimo factor suele ser el uUnico tenido en cuenta, lo que
unido a la conceptualizacién del animal como reactivo acaba generando situaciones

totalmente renidas con el bienestar animal.

La intensidad luminosa percibida por los animales, el nivel de ruido al que estan
expuestos, la ventilacion y la temperatura de su microambiente, estan afectados por
el material y el disefio de las jaulas. Se debe tener mucho cuidado cuando se elige
una jaula para una especie y un uso especificos. El alojamiento de animales en
jaulas disenadas para otras que las especies convencionales de laboratorio, requiere

una consideracion especial.

A menos que sea contraindicado por la naturaleza de la investigacion (p. e€j.,

estudios sobre nutricion), las cajas de piso entero seran las que se empleen (en vez
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de jaulas con fondo alambrado) para los roedores, porque permiten la creacion de

microambientes y facilitan el enriquecimiento ambiental.

Las cajas rectangulares (tipo caja de zapatos), se utilizan principalmente para
roedores pequefios, y convienen particularmente para la reproduccion. Estan
generalmente hechas de plastico, tal como el policarbonato, el polipropileno y la
polisulfona entre los mas utilizados. El policarbonato es transparente, resiste al
autoclavado y a la mayoria de los desinfectantes. El polipropileno no resiste bien a
temperaturas elevadas (> de 100°C) por lo que la esterilizacion por autoclavado no
es posible. Las jaulas de polipropileno son translucidas y permiten mas intimidad
para los animales, lo que puede ser beneficioso para algunas razas o especies
silvestres. Sin embargo, no se debe colocar las jaulas opacas sobre estantes arriba
del nivel de los ojos, dado que no se pueden observar facilmente los animales. La
polisulfona es un termoplastico semitransparente color ambar, de alto desempeno y
resistencia térmica. Ofrece excelentes propiedades de resistencia mecanica,

eléctrica y en relacion al policarbonato, una mejorada resistencia quimica.

En estas cajas se usa lecho de contacto (p. €j., viruta de madera, mazorca de
maiz molido, etc.) lo que permite al animal modelar su propio microambiente. Estas
cajas son confortables e ideales para la reproduccion. Sin embargo, los animales en
las cajas de disefio estandar estan en contacto con sus excrementos y la circulacion
de aire esta reducida. Por lo tanto, es importante limpiarlas frecuentemente. Si se
emplean en estas cajas tapas filtros, esto reduce aun mas la circulacion de aire si las
jaulas no estan ventiladas individualmente. La acumulacién rapida de amoniaco, de

gas carbodnico y de humedad requiere una limpieza mas frecuente (hasta tres veces
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por semana pueden ser necesarias). Las cajas de disefio moderno para emplearse
en racks ventilados resuelven el problema de la ventilacion interna lo que permite
remover los contaminantes gaseosos del interior de las mismas, contribuyendo con
el bienestar de los animales al brindarle un medio ambiente mas 6ptimo (Poole T.

2010).

Las cajas rectangulares se pueden equipar con un fondo de alambre para ciertos

proyectos que requieren que no haya contactos con las excretas.

Jaulas suspendidas

Las jaulas suspendidas pueden ser provistas con puertas en la parte superior o
delantera. La mayoria de las jaulas con apertura en la parte superior utilizan el
estante como techo de la jaula. Se usan principalmente para roedores pequefos,
mientras que las jaulas con apertura en la parte delantera convienen mas para

cobayos, gatos, perros, conejos y primates no humanos (PNH).

La mayoria de las jaulas suspendidas tienen un piso alambrado, de barras de
acero, de metal o de plastico perforado, arriba de una bandeja de recoleccién o de
un piso entero. Es sumamente importante que el tamafno de las perforaciones del
piso sea apropiado para las especies alojadas. Estas perforaciones deben ser
suficientemente grandes para permitir que las excretas las atraviesen facilmente,
pero suficientemente pequenas para impedir heridas de pata o de pie. El tamano de
las mallas debe soportar el peso de los animales sin curvarse. Los pisos deben ser

disefados de tal manera que los pies se puedan afirmar cuando los animales se
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mueven, y para prevenir el resbalamiento. Los pisos de alambre no son apropiados

para los cobayos o para las jaulas de maternidad de los roedores.

En jaulas suspendidas, los animales no estan en contacto con sus excretas y
estan generalmente bien ventiladas. Las bandejas de recoleccion de las excretas se

pueden limpiar mas frecuentemente y molestan menos a los animales.

Los animales, sin embargo, no tienen la oportunidad de crear su propio
microambiente, de manera que el control del ambiente de la sala llega a ser mas
importante. Se recomienda que estas jaulas estén hechas de acero inoxidable u otra
aleacion de metal tejido, de plastico resistente a la corrosidn y/o, en el caso de
algunas jaulas con abertura delantera, de fibra de vidrio. La fibra de vidrio es fuerte,
y mas resistente al ruido que otros materiales, de manera que conviene

especialmente para las jaulas de cuidado postoperatorio (CCAC, 1995).

Otras jaulas

Muchas jaulas estdn disefiadas para ser usadas segun requerimientos
especificos. Por ejemplo las jaulas de metabolismo, las que tienen dispositivos de
ejercicios mecanicos, las comunitarias, las de traslado, las de inmovilizacion, y las
jaulas que permiten entrar al personal y son utilizadas para alojar grupos de

animales.

Todos los tipos de jaula deben ser construidos con el propésito de asegurar el

bienestar de los animales durante su confinamiento.

Alimento y agua
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Habitualmente a los roedores se les administra comida en forma de pellets y
bebida ad libitum. En general, se les suministra el mismo tipo de dieta a todos los
ratones y ratas con independencia de la edad, gestacion o lactancia. Estos lo
ingieren de forma semicontinua, principalmente durante el periodo de oscuridad. Los
animales libres de patogenos (SPF) y axénicos no tienen una flora normal, y pueden
carecer de las bacterias necesarias para la sintesis de algunas vitaminas (vitaminas
Ky del complejo B), siendo necesario sumarlo a la dieta. Dependiendo del contenido
energético de la dieta, cada raton consume aproximadamente unos 3-4 g al dia. El
comedero debe estar bien lleno porque a los animales les resulta dificil roer la
comida cuando quedan solo unos cuantos granos de alimento. La digestion
microbiana y el posterior consumo de heces (coprofagia) proporcionan al animal

ciertos nutrientes de forma indirecta.

El agua puede suministrarse mediante biberones o por un sistema de bebida
automatica, y debe ser potable y estar libre de patdégenos o contaminantes. Para
conseguirlo, el agua puede clorarse o acidificarse, filtrarse o irradiarse con luz
ultravioleta. La acidificacion del agua hasta un pH de 2.5 es una practica
ampliamente extendida para el control de la microflora, particularmente en los
sistemas de bebida automatica. Sin embargo, no debe realizarse cuando se agregan
al agua antibidticos o vitaminas. La falta de agua se tolera peor que la falta de
alimento, variando la gravedad segun la especie y el estado fisioldgico del animal.
En general, los sintomas aparecen a los 2-3 dias y la muerte, poco tiempo después,

si no se remedia la situacion.
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Las necesidades de agua dependeran en gran medida del contenido en agua de la

dieta y de las circunstancias ambientales.

1.6 CONDUCTA, ESTRES Y BIENESTAR

¢ Qué es el bienestar animal?

Antes de comenzar a definir qué es el bienestar animal deberiamos
preguntarnos:¢; Por qué preocuparse por el bienestar?; y esta seria tal vez la primera
pregunta que tendriamos que hacernos cuando se empieza a considerar el bienestar
animal. Si no tenemos ninguna obligacion moral o ética hacia los animales
conducentes a su bienestar, no hay razén entonces para considerar si este es bueno
o malo. Por otro lado, si tenemos obligaciones morales, entonces debemos ser

capaces de evaluar el bienestar animal cuando trabajamos con ellos.

El bienestar animal tiene dos componentes: fisico y comportamental. El bienestar
fisico se manifiesta por un estado excelente de salud. El bienestar del
comportamiento se manifiesta por el desarrollo comportamental completo especifico
de especie/cepa dada, junto con la ausencia de comportamientos atipicos para la
especie. El bienestar del comportamiento refleja el bienestar psicolégico, de manera

que estos dos términos llegan a ser sindnimos para nuestro uso.

Para crear un estado de bienestar, cada animal necesita un ambiente social en el
cual puede gozar de un minimo de contactos basicos y de relaciones sociales
positivas. El comportamiento social permite a los animales adaptarse a las

condiciones de alojamiento. Enjaular a los animales, solos, por pareja o por grupos,
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deberia ser hecho de manera de crear un ambiente estimulante apropiado para cada

especie.

También debe mencionarse que el término bienestar se confunde o aplica como

sindnimo de estar bien y viceversa, lo cual no es correcto.

“Estar bien” deberia relacionarse con la calidad de vida del animal en el corto

plazo (De Grazia 1996), mientras que “bienestar” es lo indicado a largo plazo.

Por ejemplo en orden de mejorar su bienestar, puede ser necesario reducir
temporalmente su estar bien durante una vacunacion. El bienestar aumentara
debido a la reduccion del riesgo de exponerse a una enfermedad seria resultando

asi en una vida larga y de mejor calidad.

El estar bien del animal al igual que el bienestar puede ser alto o bajo y debe ser
siempre evaluado por el responsable del cuidado de los animales. La Organizacidn
Mundial de la Salud (WHO) define salud como el estar bien mental y fisicamente y
no solamente como ausencia de enfermedad, aunque la mayoria de los cientificos
se refieren a salud animal como una condicion inferior de bienestar y no de otra
manera. Los animales pueden estar perfectamente saludables pero aun asi tener
una pobre calidad de vida si estan alojados en una pequena caja. Pero pasemos a

definir bienestar animal.

Definiendo bienestar

1. Broom (1986) describe el bienestar animal como "el estado en el cual se

encuentra un animal que trata de adaptarse a su ambiente".
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2. Blood y Studdert (1988) lo definen como "el mantenimiento de normas
apropiadas de alojamiento, alimentacion y cuidado general, mas la prevencion y el

tratamiento de enfermedades”".

3. La American Veterinary Medical Association (AVMA) amplia este concepto
para incluir "todos los aspectos de bienestar animal, incluyendo el alojamiento
apropiado, el manejo, la alimentacion, el tratamiento y la prevencidn de
enfermedades, el cuidado responsable, la manipulacidon humanitaria y, cuando fuese

necesaria, la eutanasia humanitaria" (Anon, 1990).

4. Fraser (1989) nota que el bienestar animal comprende "...ambos el fisico y el
psicolégico. Estos normalmente coexisten. El bienestar fisico se manifiesta por un
buen estado de salud. El bienestar psicologico se refleja, por su parte, en el
bienestar del comportamiento. Este ultimo es evidente en la presencia de
comportamiento normal y la ausencia de comportamiento considerablemente

anormal."

5. La Asociacion Mundial Veterinaria (AMV) afirma que la etologia animal "pone
el énfasis en el conocimiento cientifico. Su objetivo es de clarificar: a) las

necesidades a satisfacer; y b) los dafios que se pueden evitar..." (AMA, 1989).

6. Hurnik (1988) define el bienestar animal como "un estado o condicion de
armonia fisica y psicologica entre el organismo y su medio." Sin embargo, el
bienestar animal no es un fendmeno unico, y no existe una definicidon que satisfaga a

todos (Moberg, 1992; Baxter, 1993; Duncan y Dawkins, 1983).



41

7. La Real Sociedad para la Prevencion de la Crueldad a los Animales reconocio
recientemente la necesidad de llamar la atencién sobre el estrés en los animales de
experimentacion y aliviarlo cuando se asocia con el sufrimiento (RSPCA, 1992). Una
bibliografia anotada sobre el bienestar animal ha sido preparada recientemente

(Murphy, Rowan y Smeby, 1991).

8. También, hay que acordarse siempre de la definicion sensible escrita hace
mas de tres décadas por Hollands: "Esto entonces es mi definicion del bienestar
animal: acordar a los animales la dignidad natural que merecen como seres Vvivos y

sensibles" (Hollands, 1980).

Tomando la definicion de Broom, por ejemplo, se desprende que el bienestar de
un animal es seriamente afectado por la falla de adaptarse y de la propia adaptacion,
es decir, cuanto ha hecho ese individuo para adaptarse y que tan bien o que tan mal

le ha ido en ese proceso. Entre sus considerandos se destaca que:

- El bienestar es una caracteristica de un animal y no algo que se le otorga.

- Este bienestar puede variar desde muy pobre a muy bueno.

- El Dbienestar deberia poder medirse de una manera cientifica

independientemente de las consideraciones éticas.

- Las medidas de cuan dificil le ha resultado a un individuo lograr adaptarse nos

da una idea de cuan pobre es su bienestar.
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- El conocimiento de las preferencias de un animal nos da una informacién
invalorable para lograr que tenga un buen bienestar, pero las mediciones directas de

como se encuentra ese animal se deben utilizar para mejorar el mismo.

- Los animales emplean una gran variedad de repertorios para lograr adaptarse
al medio, pero también existe una gran variedad de consecuencias cuando fallan en
ese proceso de adaptacion por lo que cualquier medicién de esas fallas nos va a
indicar que el bienestar es pobre y el hecho de que una medida, como el

crecimiento, sea normal no significa que el bienestar sea bueno.

Por otra parte si consideramos los criterios de Fraser (2004) historicamente
existen tres eventos destacados que han tenido influencia en los estandares del

bienestar animal y el estudio cientifico del mismo.

- El primero es la revolucién de los animales para la ganaderia que tuvo lugar
en los anos 50 en los paises desarrollados, que incluia el uso de sistemas de
produccion intensiva de ganado bovino y porcino donde los animales no tenian
exposicion al exterior y sufrian restriccion de movimientos. Estos cambios en el
alojamiento han provocado modificaciones en la seleccidn genética, la produccion, la
formulacion del alimento y el uso de farmacos para mejor rendimiento. Sumado a
esto la revolucion incluyd movimientos desde la pequefia produccion hacia la

produccion especializada a gran escala.

- Estos cambios movilizaron el interés de organizaciones defensoras de los
animales hacia las condiciones de vida de los mismos y el impacto en el medio

ambiente que provocan las unidades de produccion de gran envergadura.
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- El segundo es el rapido cambio de opinién desde los afios 50 a una actitud
mas humanitaria hacia los animales especialmente en Europa. Estos cambios de
actitud han conducido a elevar los estandares del cuidado animal en todos los
campos incluido el de la investigacion, entretenimiento y manejo de las poblaciones

silvestres.

- El tercero es el escepticismo creciente mostrado por los consumidores hacia
la tecnologia, la industrializacion y el poder de las corporaciones, especialmente
cuando eso se introduce en la vida de las personas y los procesos naturales. Esto se
traduce en protestas contra la globalizacion y el comercio de alimentos
genéticamente modificados entre otros. Estos cambios en la percepcion del publico
han resultado en mas criticas y juzgamientos éticos en la produccion de alimentos y

de los estandares impuestos por la industria.

En el afio 1965, la Comision Brambell emitié un informe donde se describieron las
"Cinco Libertades" de los animales domésticos: como la capacidad de poder
facilmente "darse vuelta, asearse, levantarse, acostarse y estirarse" (Brambell,
1965). En 1989, la World Veterinary Association adoptd sus propias cinco libertades,
que se aplican a todas las especies y que son basadas en las del Britain's Farm
Animal Welfare Council (FAWC) (Webster, 1965). EI FAWC ha enmendado
recientemente estas cinco libertades, que definen los estados ideales para los

animales y que ahora incluyen:

1) Libres de hambre, sed y malnutricion.
2) Libres de incomodidad fisica y dolor.

3) Libres de sufrimiento, heridas y enfermedades.
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4) Libres de miedo y angustia prolongado.

5) Libres para expresar un comportamiento normal esencial.

Este marco general es aplicable a todos los animales mantenidos en cautiverio.

Las primeras cuatro libertades se refieren a experiencias aversivas. De todos
modos, es posible que un animal esté enfermo sin que él lo perciba y aun la
enfermedad podria afectar el funcionamiento natural del animal como puede ser la
reproduccion. Por ejemplo si una rata prefiada se infecta con el virus Kilham la
infeccidon no afectara a la rata prefiada, pero si atraviesa la barrera placentaria, esto

puede resultar en abortos o malformaciones en los fetos.

Asimismo, se debe tener en cuenta que si un animal esta atormentado lo mas
probable es que no pueda sobreponerse de una situacion difici. Con buen
alojamiento y buenas practicas de manejo se minimizan las condiciones que llevan al
miedo y angustia entre los individuos. En ambos casos el funcionamiento natural del

animal esta comprometido.

En la ultima de las libertades se observa que no se define claramente el término
“‘comportamiento normal esencial’. Sin embargo, lo que es indudable, es que los
ambientes estériles en los bioterios contribuyen a expresiones de “comportamientos
anormales “en la mayoria de las especies; por el contrario, los ambientes que
simulan condiciones naturales y/o que promueven la expresion de comportamientos

tipicos de la especie siempre seran beneficiosos (Hau & Shapiro, 2007).

Se considera que las normas establecidas desde hace 50 afios cumplen con los

requerimientos de alojamiento Optimo para los animales de experimentacion.
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Muchos de los mejoramientos en las condiciones de alojamiento y las normas de
manejo fueron creados, primariamente, para reducir las variables y mejorar la
reproducibilidad de los resultados experimentales (Vessell& Lang, 1976).Durante la
ultima década, los esfuerzos fueron dirigidos hacia las necesidades de
comportamiento y sociales de los animales mantenidos en el laboratorio. La mayoria
de las investigaciones sobre el mejoramiento del ambiente del animal se
concentraron sobre los "mamiferos superiores", particularmente los PNH.
Frecuentemente, se cree que los conejos y roedores de laboratorio tienen
relativamente pocos requerimientos, con excepcion de las necesidades esenciales
de alojamiento, de manejo, y de nutricion. Asi, se hizo énfasis sobre el control del

ambiente, dejando de lado las otras areas.

A menudo, es dificil evaluar objetivamente el "bienestar" en estas especies.
Algunos ejemplos de criterios que se han usado en estudios de este tipo son la
ganancia de peso, el comportamiento general y el peso de las glandulas

suprarrenales (Chamove, 1989).

Ahora bien, habiendo definido bienestar y su problematica, queda claro que si
tenemos la obligacion moral de asegurar el bienestar a los animales, necesitamos
evaluarlo de alguna manera. Segun Sorensen (2007) la mejor manera de hacerlo es
siguiendo siempre el método cientifico. La interpretacion de estas mediciones va a

depender de dos tipos de enfoques; uno cientifico y otro filoséfico.

Segun el enfoque cientifico, si los valores basicos obtenidos son objetivos como lo
es el buen funcionamiento biolégico o la posibilidad de que los animales realicen

comportamientos naturales, esto puede ser medido a través de parametros
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reproductivos, prevalencia de enfermedades, niveles de cortisol y de

comportamientos estereotipados.

Segun el enfoque filosofico, si los valores basicos obtenidos son de naturaleza
subjetiva, relacionados con el estado natural interno del animal, tales como
sentimientos y preferencias; estas mediciones son de por si indirectas y solo sera
posible evaluarlas a través de ciertos comportamientos del animal lo que nos dara
una medida indirecta de dichos sentimientos y preferencias. Sin embargo,
recientemente se han desarrollado métodos basados en las expresiones faciales y
en el desvio cognitivo relacionado conlos sentimientos que permiten inferir algunos

estados internos (Langford D. y col, 2010).

La evaluacion del estado de bienestar en los animales generalmente se realiza de
manera indirecta a través de lo que se llaman indicadores de bienestar empleando
para ello el monitoreo de comportamientos apropiados y parametros fisioldgicos. Lo
optimo es definir a que llamamos un buen bienestar como punto de referencia para
la especie o cepa en cuestion. Ese nivel hipotético de bienestar ideal podria definirse
como el estado de los animales cuando se alcanzan las necesidades nutricionales,

de salud, medioambientales, comportamentales y mentales (Mellor D, 1994).

Los tres componentes principales de un estado ideal de bienestar se sustentan en

el estado fisico, estado psicolégico, y el estado fisiolégico/bioquimico.

El estado fisico se caracteriza por un buen nivel de aptitud fisica, sin

incapacidades que puedan producir incomodidad o miedo o que pueda tener un
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impacto en la condicion fisica que pueda producir angustia. Indicadores observables
de la condicion fisica de un animal son:

e La postura del cuerpo

e El pelaje del animal

e El peso del cuerpo

e Cojeras

El estado psicolégico se caracteriza porque el animal despliega un apropiado
rango de comportamientos de acuerdo a lo que es conocido para esa cepa O

especie. Los indicadores de este estado serian:

e Aumento de la agresion hacia sus compafieros de habitaculo
e Huidas o retiradas
o Estereotipia

e Cambios en el uso del enriquecimiento

El estado fisiolégico se caracteriza porque los niveles de estrés y angustia no
sobrepasan esos que podrian ocurrir en el curso de interacciones sociales normales,
por ejemplo si se debe medir la tasa de latido cardiaco o presidon sanguinea no se
esperaria que indicaran estrés significativo. Los indicadores serian parametros
fisiolégicos como frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, niveles de hormonas

como los corticosteroides.

Una buena eleccion de estos indicadores de bienestar deberia incluir una
combinacién de los tres tipos mencionados, para permitir una buena evaluaciéon de

interpretacion del estado de un animal (Hawkins P. y col.2011).
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Siempre hay que considerar que se deben evaluar cuidadosamente las
condiciones de alojamiento para cada especie ya que el conocimiento de los
modelos de comportamiento normal en cada especie es esencial. Por ejemplo, la
coprofagia (reingestion de excrementos) es una actividad normal en varias
especies, incluyendo los conejos y las ratas. Las ratas ingieren normalmente entre
35-65% de sus excrementos diariamente. En ratas privadas de esta oportunidad,
se observaron entre 15-25% de reduccién en las ganancias de peso (Newton,

1978).

El Bienestar animal en términos de preferencias y sentimientos:

Muchos cientificos concuerdan en que los sentimientos son muy importantes en el

bienestar animal.

Dawkins (1990) dice que el bienestar animal involucra los sentimientos subjetivos
de los animales y Duncan (1998) sostiene que son los sentimientos los que
gobiernan el bienestar animal y son estos sentimientos los que deberian medirse en

orden de asegurar el bienestar animal.

Sentience, traducido al espafol como sentiencia, sensacion, sentimiento mas alla
de la percepcion mental, animales sentientes es un vocablo relativamente nuevo que
debemos incorporar si queremos entender el bienestar animal. (Chandrasekera

2016).

Los sentimientos en animales se refieren a la capacidad de sentir y experimentar
emociones tales como alegria, placer, dolor y miedo. La capacidad de los animales

de sentir estados positivos y negativos son los que impulsan el movimiento hacia el
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bienestar y justifican por que las leyes de proteccion animal existen (Proctor H.

2015).

Los sentimientos en animales son dificiles de medir, pero si se asume que un
animal prefiere situaciones placenteras y evitar las negativas o desagradables, se
pueden estimar los sentimientos midiendo las preferencias del animal (Sorensen

2007).

Los sentimientos y estados de animo se entienden como una adaptacion,
orientada a evitar castigos y obtener recompensas. Una de las formas en que las
emociones contribuyen al bienestar, y de hecho, a la organizacion del
comportamiento, es actuando como una “moneda corriente”, que permite priorizar
acciones. Las conductas que no pueden compararse por sSus mecanismos o
resultados (comer, refugiarse, buscar conspecificos), si pueden serlo por las
emociones o estados de animo asociados a ellas: entonces, un comportamiento
relacionado con lo social y otro relacionado con lo alimentario, pueden
compararseen base al estado de animo que producen, como quien compara los
precios de cosas diferentes(Mendl y col. 2008); por eso el término “moneda

corriente”.

Las preferencias pueden medirse usando un test de eleccién pero estos ensayos
deben utilizarse con cuidado, ya que solo aportan una idea de una eleccién o
preferencia en un instante dado por parte del animal. Es el trabajo del investigador
balancear entre el deseo presente del animal y el conocimiento cientifico lo que nos

dira acerca de qué factores ambientales pueden beneficiar al animal a largo plazo.
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Queda claro que la adaptacion de un animal sélo puede darse dentro de los
limites genotipicos y fenotipicos del individuo. Cuanto mas amplia sea la escala
reguladora de los mecanismos homeostaticos en términos tanto de conducta como
de fisiologia, mejor se garantizara el bienestar de los animales. Las condiciones
extremas tales como las bajas temperaturas ambientales no afectaran al bienestar
del animal siempre que las condiciones sean controlables por medio del repertorio
completo de mecanismos como construccidn de nidos, metabolismo, tiritar, etc. Por
lo tanto, un juicio sobre hasta qué punto el bienestar puede verse afectado por la
adaptacion a ciertas condiciones tiene que basarse en un conocimiento exhaustivo
de la especie animal utilizada. Dependiendo de la especie animal y de su
organizacion social normal, los factores ambientales tales como el tamafo vy
estructura de la jaula, luz (intensidad, longitud de onda, fotoperiodo, frecuencia de
parpadeo), sonidos, ventilacién, etc., son tan importantes como la presencia o
ausencia de sus congéneres, su sexo y la predictibilidad y controlabilidad del medio
ambiente. Existe un cierto peligro de antropomorfismo en el juicio de la importancia
relativa de estos factores, puesto que las condiciones adecuadas para conseguir el
bienestar humano no tienen por qué serlo también para los animales. Esto es
aplicable a la comparacién entre las diferentes especies animales y entre las cepas

de una misma especie.

Este problema se puede solucionar midiendo la preferencia de un animal por
ciertas condiciones ambientales, utilizando para ello un test de preferencia. Otra
manera de abordar este tema es a través de un sistema de puntuacion para los

signos de estrés o sufrimiento, basado en parametros comportamentales y clinicos.
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Existen diversas listas de indicadores tales como la pilo ereccién, o una reduccion de
peso corporal, una frecuencia cardiaca incrementada, diarrea, etc. Cada uno de
estos sistemas tiene como objetivo estimar el nivel de sufrimiento basandose en
parametros clinicos, fisiolégicos y conductuales. Aunque la mayoria de estos
parametros se pueden determinar de forma objetiva, la cuestion de hasta qué punto

son indicadores del bienestar dependera de la interpretacion de los mismos.

Hablar de bienestar animal implica conocer los mecanismos basicos conductuales
y fisiolégicos que permiten que, en este caso los mamiferos, se adapten a los
desafios ambientales. Entre esos mecanismos se encuentra la “homeostasis”, cuyo
concepto implica que los aspectos del medio interno (como la temperatura corporal,
la glucosa en sangre, el contenido de agua del cuerpo, etc.) y del medio ambiente
(tales como la posicidon que se ocupa en un grupo social, etc.) se mantienen a un
nivel constante o al menos predecible durante cierto tiempo. Un animal solo puede
mantener la homeostasis cuando es capaz de comparar su situacioén actual con una
situacion uniforme o estandar en lo que se refiere a ciertos factores internos o
externos y cuando cuenta con los medios conductuales y fisiolégicos para normalizar

la situacion (Bohus B. y col. 1987).

Los factores ambientales pueden alterar el equilibrio biolégico. Siempre que el
animal es capaz de adaptarse a estos cambios sin problema se dice que se
encuentra en situacién de homeostasis 0 en armonia. Sin embargo, cuando un
animal es incapaz de mantener la homeostasis, después de cierto tiempo se genera
una respuesta caracterizada como sindrome general de adaptacién o estrés (Moberg

G.B., 1987), donde el sistema desvia recursos de otras funciones, para retornar al
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conjunto de valores que aseguran la supervivencia. Cuando lo logra, describimos el
proceso como la aparicion de un estrés agudo. Si no lo logra, continua tratando de
restablecerse en los valores perdidos, desviando cada vez mas recursos, hasta que
finalmente, se dafia de manera irreversible. A eso lo llamamos estrés cronico, o

diestrés.

En el estudio de la capacidad de los animales para adaptarse a los desafios
ambientales de la vida diaria en un habitat natural, intervienen dos mecanismos
bastante caracteristicos. En primer lugar, en el curso de la evolucion, los animales
han sido seleccionados entre una poblacion de organismos genéticamente
diferentes por su mejor adaptacion a las demandas ambientales desde un punto de
vista morfoldgico, fisiologico y conductual. Este tipo de seleccion forma la base de la
especiacion (filogenia). ElI segundo mecanismo es la seleccion basada en el
individuo mismo, es decir, la seleccibn de entre una variedad de soluciones
conductuales potenciales a las demandas del medioambiente. Este mecanismo
(aprendizaje) es de especial importancia durante el desarrollo del individuo
(ontogenia) pero también en el adulto. Estos dos mecanismos de seleccidén producen

en los animales una conducta adaptada al medio ambiente.

Respecto de la filogenia, muchos estudios han mostrado que el comportamiento
tiene una base genética firme debido al hecho de que en el curso de la evolucion,
han sido eliminados los individuos genéticamente peor adaptados a las condiciones
ambientales concurrentes. Esta forma de seleccion es la base del comportamiento
especifico de la especie, asi como de la morfologia y de la fisiologia de los animales,

incluyendo la de los animales experimentales actuales. En su habitat original y
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natural, los animales se caracterizan segun el condicionamiento de su morfologia,
conducta y fisiologia. Por lo tanto, la escala reguladora de los mecanismos
homeostaticos es mas amplia o restringida en funcién a las variaciones ambientales
a las que el animal se enfrenta en su vida diaria. Entonces, si los mecanismos
homeostaticos no son los adecuados, los cambios del medio ambiente haran
necesario que estos mecanismos adquieran caracteristicas completamente
diferentes. Por ejemplo cuando un animal salvaje se introduce en una jaula que es
distinta de su habitat natural, puede mostrar una conducta mal adaptativa a las
nuevas condiciones de forma repetida, lo que pondra de manifiesto los sentimientos
de restriccion derivados de una obstruccién de la capacidad adaptativa heredada

(Stamp-Dawkins M, 1980).

Durante el proceso de domesticacidon, los animales de experimentacion han
adquirido nuevas caracteristicas especificas. Si tenemos en cuenta la hipotesis de la
auto domesticacion propuesta por Morey 1994, observamos cdmo se correlacionan
cambios en rasgos no s6lo comportamentales sino que incluyen ademas cambios en
la morfologia, fisiologia, cognicién, coloracion del cuerpo, forma craneal, tamano del
cerebro, activacion del eje hipotalamico, pituitario, adrenal y capacidad para
resolucion de problemas. En experimentacion reproductiva con una amplia variedad
de mamiferos el “sindrome de la domesticacién” es enteramente un producto de la
seleccién contra la agresion (Trut y col. 2009).Esto queda evidenciado, por ejemplo,
en la evolucion del perro desde los lobos; en dichas etapas y sin la intervencién del
hombre, los lobos menos agresivos ganaron una ventaja selectiva porque pudieron

aproximarse mas a los asentamientos de humanos y explotar mejor una nueva
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oportunidad ecolégica (Peterson y col. 2004), para que posteriormente esos proto
perros mostraran una tendencia a comportarse mas pro — sociables. Posteriormente,
fue en una segunda etapa quela reproduccion intencional de perros pudo comenzar
(Zeuner 1963, Morey 1194, Coppinger 2001, Hare & Tomasello 2005, Wobber y col.

2009).

Sin embargo, esto no significa que el comportamiento propio de la especie haya
desaparecido. En términos generales solo se modificaran aspectos de poca
importancia. La conducta esencial para sobrevivir (es decir, alimentarse,
construccion de nidos y conductas sociales como la ofensiva, defensiva, sexual,
paternal y maternal) esta determinada en gran medida por la genética y estara
presente en las crias incluso aunque la seleccion no esté a su favor. Este conjunto
de pautas de comportamiento propias de la especie no se puede modificar a través
de la experiencia, o al menos no sin gran dificultad, y se mostraran incluso aunque el

medio ambiente impida que se expresen en su totalidad.

La seleccion realizada por el medio ambiente es un factor importante en la
filogenia de la conducta adaptativa. Sin embargo, los animales no dependen en su
totalidad de la conducta genéticamente programada. Dentro de sus limites
genéticos, los animales individuales pueden modificar su repertorio conductual por

medio del aprendizaje tanto durante la ontogenia como en la etapa adulta.

Esto quiere decir que el encierro en una jaula no va a lograr modificar
comportamientos innatos que se han desarrollado a lo largo de la evolucion de la

especie y que aunque ahora la seleccidon (del tipo que sea natural, artificial o
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experimental) actue en contra de sus necesidades comportamentales el individuo de

una u otra manera intentara encontrar la manera dearreglarselas.

Existen diversas definiciones de aprendizaje:

Proceso por el cual se cambia una conducta como resultado de una practica que
produce una alteracion relativamente permanente (Mednick, 1958).

Conjunto de pautas por las cuales el animal se adapta a una situacion nueva para la
cual no tiene respuesta hereditaria inmediata (Thorpe 1963).

No existe una definicion universalmente aceptada de aprendizaje. Los autores
emplearan, en su analisis, la que afirma que se trata de cambios especificos o modi-
ficaciones de comportamiento involucrando el sistema nervioso como resultado de la
experiencia con eventos o series de eventos externos, en la vida de un individuo.
Concentrandonos en los eventos externos, podemos excluir fatiga y maduracion.
Especificando que se involucra el sistema nervioso, excluimos otros cambios, como
ruptura de huesos (Grier & Burk.1992).

Independientemente de que definicion se tome, en el aprendizaje, el fenotipo de
un individuo es el resultado de una compleja interaccidn entre el genotipo y una
situacion ambiental concreta. Un importante aspecto del fenotipo, y que por lo tanto
se ha estudiado con detenimiento, es la capacidad de aprender basado en el

genotipo y las experiencias propias.

Existen varios tipos de aprendizaje que los animales emplean y podemos resumir:

Aprendizaje pre asociativo: habituacion y sensibilizacion
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Aprendizaje asociativo: condicionamiento clasico o pavloviano, aversion gustativa,
condicionamiento operante o instrumental,

Aprendizaje latente o exploratorio

Aprendizaje espacial o de lugares

Aprendizaje cultural u observacional

Aprendizaje social dirigido

Aprendizaje por comprension

Aprendizaje por formacion de conjuntos

Aprendizaje instintivo o preprogramado

Troquelado

El aprendizaje es un mecanismo que permite la adaptacion de la conducta a los
cambios temporales del medio ambiente de forma flexible y rapida. Sin embargo,
existen restricciones especificas de la especie con relacién a las capacidades para
aprender. Una de estas restricciones esta relacionada con los estimulos que el
animal puede percibir. Los estudios sobre conducta demuestran que ciertos
estimulos provocan una conducta determinada en la especie incluso sin la existencia

de una experiencia previa.

Los demas estimulos se pueden asociar con la conducta a través de procesos de
aprendizaje, y como tales, pueden adquirir cierta significacion o modificar dicha
significacién (condicionamiento pavloviano del estimulo). La primera respuesta de un
animal ante un estimulo desconocido es una respuesta de alerta y (en muchos

casos) de orientacion. Si el estimulo no tiene consecuencias (ya sean positivas o
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negativas) para el individuo, después de repetidas presentaciones ya no respondera.
Este proceso de habituacion evita asi que el organismo reaccione ante estimulos
irrelevantes (habituacion). Sin embargo, si el estimulo esta asociado a
consecuencias positivas o negativas se produce un aprendizaje (condicionamiento
alestimulo), aunque tanto la habituacion como el condicionamiento pueden
desaparecer. Cuando un estimulo al que el animal se ha habituado desaparece
durante un periodo de tiempo, emergera de nuevo la respuesta de orientacion
original. De manera similar, cuando un estimulo condicionado se presenta con
frecuencia en ausencia del estimulo no condicionado asociado, la reaccion ante este
estimulo desaparecera. El organismo habra aprendido que el estimulo ya no tiene
significacion, sin embargo, no se habituara del todo a los estimulos signo ni éstos
desapareceran por completo y si alguna de estas cosas ocurre, so6lo sera durante un

periodo de tiempo muy corto.

Un organismo también puede aprender que cierta conducta puede tener
consecuencias agradables o desagradables. Este condicionamiento de la conducta
(condicionamiento operativo) puede producir un incremento o disminucion de la
frecuencia de actuacion cuando se consideran ciertas conductas en determinadas
condiciones ambientales. Por ejemplo: las ratas suelen preferir la oscuridad. Cuando
se colocan en el lado iluminado de una caja con dos compartimentos pasaran al lado
oscuro con rapidez. Sin embargo, si esta respuesta esta seguida por un castigo
(débil descarga eléctrica), la préxima vez que sea colocada en el lado de la luz, la
rata se quedara alli, es decir habra aprendido a evitar la situacion

“‘desagradable”(Calhoun J.B., 1962).



58

Los mismos mecanismos involucrados en el condicionamiento por estimulo
también se encuentran en el condicionamiento de la conducta. Se puede pensar que
estos procesos de aprendizaje son mecanismos que se derivan de la capacidad de
los animales para distinguir las relaciones causales en su medio ambiente, es decir

para distinguir la informacion de los “ruidos”.

Existen grandes diferencias entre las especies en lo que se refiere a los procesos
de aprendizaje, no solo en cuanto al nivel de importancia del mismo en la adaptacién
conductual, sino también en cuanto a los tipos de conducta que se pueden modificar

a través de la adquisicion de la instruccion.

Es imposible asociar cualquierestimulo a cualquier suceso posterior de la misma
forma que no todos los tipos de conducta pueden ser utilizados para obtener el
efecto deseado. Por ejemplo en ratas, es casi imposible asociar los estimulos de luz
o sonido a una enfermedad posterior inducida por agua envenenada, pero se puede
establecer con mucha facilidad una asociacién entre el sabor del agua y la
enfermedad (aversion gustativa). Es casi imposible ensefarles a hamsteres a
obtener comida por medio de una conducta de acicalamiento, mientras que es facil
hacerlo utilizando otras pautas tales como escarbar o explorar. Cuando ciertos
sistemas de alojamiento requieren un proceso de aprendizaje, por ejemplo para
obtener comida o agua, hay que tener en cuenta que la combinacion particular entre
el estimulo y el objeto que lo provoca ha de permitir que el animal la aprenda con

facilidad.

El conocimiento del medio ambiente en combinaciéon con los medios conductuales

y fisiolégicos disponibles permite al animal mantener la homeostasis. Aunque este
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conocimiento esté basado en procesos de aprendizaje existen restricciones
considerables. Las especies tienen programas especificos para obtener comida vy
agua, pero también en lo relativo a la reproduccion, relaciones sociales, etc. Muchos
de estos programas llevan consigo un cierto nivel de rigidez y no se pueden
modificar a través del aprendizaje, es decir, ciertos componentes no se pueden omitir
sin consecuencias para el animal. Por ejemplo, en los mamiferos jovenes, el
alimento tiene que obtenerse mamando; de forma similar, los cerdos para conseguir

el alimento hocican, los pollos escarban el suelo y los roedores roen.

Cuando estas conductas se convierten en redundantes debido al suministro de
comida preparada, y el animal no puede ejecutar esas conductas, estas pueden ser
redirigidas hacia otros objetos o individuos. Por lo tanto, un buen sistema de

alojamiento deberia ajustarse a los programas especificos de la especie animal.

Esto hace referencia a la nocion de necesidad comportamental. Cuando se
consideran las necesidades comportamentales de una especie se debe tener en
cuenta cuan importante es para la especie que desarrolle ese comportamiento y qué
fuertemente motivado ese comportamiento esta y no qué funcion tiene. “En términos
evolutivos la causalidad de un comportamiento se encuentra divorciado de su
funcién” (Duncan 1998).Un ejemplo que es familiar a la mayoria, es el
comportamiento del perro, el cual gira 2 — 3 veces antes de echarse a dormir. Esto
se debea que en la naturaleza ese comportamiento tenia la funcion de aplastar el
pasto para armar su cama. Este comportamiento ha sido retenido en los perros
domésticos aunque ahora no tenga ninguna funcionalidad. Pareceria que este

comportamiento de girar ha sido pre programado en su rutina de dormir y es
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causado por factores internos del animal, y aunque actualmente no tenga funcion, es

importante para su bienestar.

La ontogenia realiza una importante contribucion en lo que respecta a las
capacidades de adaptacion del organismo durante la etapa adulta, dentro de sus
limites genéticos. Tanto los factores prenatales como postnatales ejercen una
influencia considerable sobre las caracteristicas conductuales y fisiologicas del
adulto. En los mamiferos, el ambiente interno de la madre afecta al desarrollo desde
el momento de la concepcion. Por ejemplo, las crias de madres que experimentan
estrés durante la gestacion o lactancia mostraran una conducta social diferente en la
etapa adulta. En el desarrollo de la conducta social del adulto, no solo sera
importante la relacion que se establecié con la madre sino también la experiencia
con sus congeéneres. La complejidad y variabilidad del medio ambiente también
afectara en gran medida al desarrollo de la conducta exploratoria y la capacidad de
aprendizaje. Existen dos aspectos importantes de la conducta que determinan la
capacidad del adulto para adaptarse a los desafios ambientales. Uno es en el
periodo mas o menos limitado o sensible en la ontogenia, durante el cual cierta
conducta se puede ver afectada por factores ambientales. Un claro ejemplo de la
importancia de dichos periodos sensibles de la vida es la improntao troquelado. Se
trata del aprendizaje y la consolidacion a largo plazo de la importancia de ciertos
estimulos (congéneres, alimento) y de la orientacion de la conducta hacia ellos.
Ciertos animales deben seguir a sus padres desde que nacen para sobrevivir (como

las aves) y se manifiestan a la llamada especifica de su especie la cual actia como
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un estimulo acustico y la respuesta es el seguimiento. Es alli cuando estos animales

hacen impronta con sus progenitores y aprenden a distinguirlos de otros adultos.

El otro es el periodo limitado durante el cual se desarrollan las pautas de
conducta. Modular la conducta mas alla del periodo sensible es dificil y a veces
imposible. Por ejemplo si no hay juegos de monta durante el primer afio de vida en
ciertas especies de monos, tendran dificultades cuando adultos para desarrollar una
conducta sexual normal, al igual que la conducta agonistica de algunas especies
también parece depender de juegos de lucha desarrollados en los primeros afos de
vida. La privacion de congéneres o falta de espacio para entablar relaciones
sociales, tiene como resultado pautas de conducta anormales que afectan

seriamente a los grupos sociales (Halliday T.R. & Slater PJB, 1983).

Una cuestion importante para la investigacion animal es como alojar los animales
experimentales teniendo en cuenta no soélo los requisitos del experimento sino
también las condiciones ambientales que son necesarias para el propio animal con
relacion a su especie y a los habitos especificos individuales. Los experimentos
sobre privacion muestran que los animales criados en condiciones en las que
carecian de estimulos (sociales) presentan graves problemas a la hora de
enfrentarse a otros problemas cuando son adultos. Por ejemplo, las experiencias de
privacion social en ratas jovenes provocan que los animales cuando adultos no
puedan responder a los signos de comunicacion especie especificos (Douglas L. y
col. 2004). Por lo tanto, para la cria de animales se deben satisfacer ciertas

condiciones de la especie y especificas de la cepa. Sélo en dichas condiciones los



62

animales seran capaces de desarrollar su total capacidad para enfrentarse a los

desafios ambientales.

La relacion de los animales con su medioambiente es tal que un tipo de conducta
esta intimamente relacionado con una ubicacion concreta. Un animal se familiarizara
con su entorno por medio de una conducta exploratoria antes de empezar a
alimentarse o a defender el area. De hecho, un medio ambiente no familiar producira
respuestas fisioldgicas (endocrinas) que no se pueden distinguir de las producidas
por otros estimulos de alerta o incluso dolorosos como débiles descargas eléctricas
(Calhoun J.B, 1962). Por medio de la exploracién de su medio ambiente, el animal
desarrolla una especie de mapa neural. EI concepto de mapas cognitivos fue
introducido para explicar este fenomeno indicando que la conducta de los animales
en su propio territorio no solo esta guiada por reflejos y habitos simples sino que
también esta dirigida por un conocimiento del medio ambiente (Tolman, E. C., 1948).
En la actualidad se reconoce que los animales desarrollan un conocimiento detallado
de la estructura espacial de su medio ambiente. La principal estructura nerviosa
central involucrada en este mapeo cognitivo en los vertebrados es el hipocampo. En
esta estructura cerebral, las neuronas responden con relaciéon a la ubicacion del
animal en su medio ambiente, con independencia de su conducta en dicha
ubicacién. Este conocimiento del medio ambiente depende de las capacidades
especificas de cada especie. Von Uexkull (1921) llamé a todos los aspectos del
medio ambiente que se pueden percibir y aquellos que pueden ser influenciados por

un individuo, el Umwelt del organismo. Se trata del mundo perceptivo especifico de
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especie. Dos individuos de distinta especie en un mismo medio, lo perciben

diferente, porque tienen umwelts diferentes.

Segun éste, el animal adquiriria un ambiente subjetivo que contendria solo ciertos
estimulos-clave ambientales, los de importancia para el desenvolvimiento de sus
actividades vitales, y que desencadenarian el mecanismo interno de ejecuciéon del
comportamiento. EI Umwelt de un animal no es comparable al nuestro y por lo tanto
cambios que parecen de poca importancia en un sistema de alojamiento (la
ventilacion, la higiene, el cuidado, etc.) producen con frecuencia un efecto drastico

en los animales.

Los sistemas perceptivos (6rganos de los sentidos mas areas cerebrales
involucradas) han evolucionado de manera especifica de especie, optimizando su
funcionamiento para los ambientes y las necesidades del ambiente ancestral de
seleccion. Asi, que dos individuos de distinta especie respondan a las mismas
condiciones (percibidas por nosotros) no significa que estén empleando sistemas
sensoriales idénticos, o circuitos de procesamiento iguales. A estos mundos

perceptivos inconmensurables (incomparables) los llamamos Umwelt.

La percepcidn, en el tema del bienestar animal, tiene otra faceta relevante. Segun
Wemelsfelder (1997) el comportamiento no es el resultado, sino la fuente de la
percepcion; lo que se percibe del ambiente externo depende de las capacidades
comportamentales y las opciones disponibles. Este autor toma de Gibson el término
asequible (affordance) para indicar la naturaleza relativa al comportamiento de la
percepcion. Por ejemplo, nuestra respuesta al agua depende de cada situacion

(bafo, barrera a cruzar, bebida); lo que percibimos, en el sentido mas directo de la
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palabra, no es sélo agua, sino lo que el agua nos permite hacer. De manera que, no
son las propiedades especificas del estimulo lo que cuenta, sino lo que le permite
hacer a un animal. La percepcion de variabilidad y complejidad no es automatica,

sino que depende del compromiso activo del animal con su ambiente.

Su comportamiento va descubriendo la variabilidad inherente al ambiente. Esta
interaccion debe ser voluntaria. Es s6lo cuando se le da la oportunidad de moverse
libremente, que los animales pueden explorar los distintos aspectos del ambiente.
Cuando se los introduce a la fuerza en un ambiente, es mas probable que la
respuesta sea de retirada o huida. Sugiere que no es estrictamente cierto decir que
toda estimulacion “es” variable. Que lo sea o no depende de la perspectiva
comportamental del animal. En otras palabras, la organizacion del comportamiento

es mas de naturaleza respuesta-estimulo, que estimulo-respuesta.

La implicancia para nuestro tema, es que el diseio de los ambientes debe
basarse en el comportamiento, y no en los estimulos. No podemos saber qué
significan para un animal los distintos aspectos del ambiente. Todo lo que

necesitamos, es saber que le permite funcionar creativamente (sic).

Para los animales de experimentacién como los ratones y ratas, los olores son un
componente esencial de su Umwelt. Los cambios en las pautas de marcas olorosas
en su medio ambiente producen reacciones en los animales, similares a las
suscitadas por otros factores desconocidos. A su Umwelt pertenecen tanto los
aspectos fisicos como los sociales, destacando la relacidon entre los individuos de
una especie. Dichas relaciones son evidentes ya que algunos animales buscan el

contacto con unos mientras que las evitan con otros. La forma en que esto funciona
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con frecuencia trasmite la idea de que los animales se conocen entre ellos, como se
ilustra en la relacion madre-hijo. Esta claro que existe un vinculo entre los dos que
no solo contribuye a la lactancia y la seguridad de la cria sino a reducir el estrés.
Cuando se rompe este vinculo, aparecen diversas expresiones emocionales tales
como agitacion de la conducta y estrés neuroendocrino, tanto en la madre como en

la cria.

Aparte de estas relaciones materno-filiales, pueden existir relaciones entre
animales que son estabilizadoras, como en las especies de eleccibn monogamica de
parejas; o por contraste en las especies con parejas no armoniosas que tienen que
ser separadas para prevenir graves patologias relacionadas con el estrés. Esto es
fundamental cuando se forman grupos de animales y se colocan en una jaula. Las
diferencias individuales en un grupo pueden ser tan grandes que no permitan
mantener esa composicion especifica. En verdad, poco se sabe sobre los factores
involucrados en la estabilidad de los grupos sociales y es posible que la distincion
entre los tipos de individuos (sujetos activos o pasivos) juegue un rol importante para

el desarrollo de una jerarquia social.

También existen factores estabilizadores o desestabilizadores en la relacion entre
los animales y el hombre; y todas estas relaciones sociales entre animales y entre
estos y los seres humanos pueden ser de importancia para la salud y bienestar de

los animales.

Los animales no sélo tienen conocimiento de los aspectos espaciales de su
medio ambiente, sino también de la forma en la que los sucesos se preceden y se

suceden. En el condicionamiento por estimulo, permite que el animal pueda predecir
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ciertos sucesos en su medio ambiente, por ejemplo la entrada de un cuidador
predice la llegada de comida. Por otra parte en el condicionamiento operativo, el
animal aprende qué conducta producira cambios significativos en su Umwelt, como
obtener comida o evitar a un rival. Este razonamiento implica que los animales

presentan expectaciones sobre los sucesos futuros, aunque no siempre se cumplan.

Para introducirnos en la problematica delestrés,observaremos que juegan un
papel importante otros aspectos como son lacontrolabilidad (capacidad de control) y
lapredictibilidad (capacidad de prediccion), fundamentales en la investigacion
moderna del estrés. Lo que determina la gravedad de los sintomas de estrés es la
capacidad de controlar o predecir un estresor y no solo el estresor en si mismo. De
los experimentos de predictibilidad y controlabilidad en rata de Weiss, 1972 se

pueden formular las siguientes definiciones de estrés:

Estrés agudo: es el estado en el que se encuentra un organismo después de una
disminucién repentina en la predictibilidad y/o controlabilidad de los cambios

ambientales relevantes.

Estrés cronico o diestrés: es el estado en el que se encuentra un organismo
cuando aspectos ambientales relevantes tienen baja predictibilidad y/o no son

controlables o muy controlables durante un largo periodo de tiempo.

Distinguir predictibilidad de controlabilidad es importante. La predictibilidad esta
asociada al condicionamiento por estimulo y la controlabilidad al condicionamiento
operativo. La controlabilidad implica en si misma predictibilidad, mientras que lo

contrario no siempre es cierto. Por ejemplo los animales en ciertos sistemas de
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alojamiento pueden ser capaces de predecir la recepcion de comida con facilidad,
pero este suceso puede estar totalmente fuera de su control. La ausencia de control
sobre un aspecto de la vida tan importante como el alimento puede ser un factor

relevante que produzca estrés en algunos sistemas de alojamiento.

En el marco de la teoria sistematica del estrés de Jensen — Toates, (1997)
consideran al mismo como un estado en el cual el sistema motivacional de un
individuo que normalmente esta cerrado se encuentra en un modo abierto sin
resolucion. Los autores proponen una integracion fisiolégica y psicologica que
conllevan a la situacion de estrés; y no solamente fisiologica y que los parametros de
medicion fisioldgicos como por ejemplo el cortisol, por si solos no indican siempre
una situacién de estrés. Para ellos el estrés se produce como consecuencia de una
estimulacion adversa externa y de factores causales internos los que dirigen al

animal a que desarrolle un comportamiento especifico de especie.

Cuando nos referimos a las conductas conflictivas y su relacién con el estrés, al
definir estrés agudo como un estado inducido por una situacibn de mayor
incertidumbre, es posible que dichas situaciones produzcan un tipo de conflicto. Las
situaciones de conflicto forman parte de la vida diaria y las conductas conflictivas
que las acompanan se encuentran en un grupo que incluye ciertas conductas

agonisticas, ambivalentes, redirigida y accesoria o de desplazamiento.

La conducta agonistica segun King &Gunney(1954) se define como la incitacion a
luchar; incluye a todas las conductas asociadas con el conflicto, incluyendo
comportamientos desde la huida hasta la sumisiéon. La conducta ambivalente se da

cuando un organismo tiene tendencia tanto a aproximarse como a evitar un objetivo,
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por ejemplo cuando el animal se encuentra en el borde de un territorio y demuestra
conductas de agresion y de huida. La conducta redirigida se observa cuando un
organismo no puede alcanzar un objetivo y desvia su conducta hacia otro objeto u
individuo, por ejemplo en los cerdos de produccion al no poder desarrollar la
conducta exploratoria. Estas conductas conflictivas se identifican por el hecho de
que su duracion es corta y su intensidad exagerada, lo cual es tipico de las
situaciones de estrés agudo. En una situacion en la que dichos conflictos no se
pueden resolver y que son de una naturaleza mas permanente se producira un
estrés cronico. Por lo tanto las conductas conflictivas originales se transformaran en
conductas desviadas. Las formas patolégicas de conducta mas conocidas son las
pautas estereotipadas y las conductas dafinas para el propio animal o sus
congéneres (Van Zutphen y col., 1993). Las conductas daninas como la que se da
en los ratones que se muerden el pelo los unos a los otros parecen proceder de una
conducta redirigida en donde el animal no puede alcanzar un objetivo o le tiene
miedo y la conducta se dirige hacia otro objeto sustitutorio. Aunque el origen de
estas conductas no siempre se conoce, se considera que son indicativas de graves

deficiencias respecto del cuidado y alojamiento de los animales.

El concepto de estereotipia es mas dificil de definir. Mason (1991) considera que
clasificar un comportamiento como estereotipia es complejo ya que no hay consenso
entre diversos autores a cual de diferentes pautas comportamentales le corresponde
el nombre de estereotipia. Esto se debe a los diferentes métodos utilizados para
describir el comportamiento como tal, y también a las dificultades interdisciplinarias

de comunicacién donde la palabra estereotipia significa diferentes cosas (Oderberg,
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1993). ¢ Puede afirmarse que los comportamientos estereotipados que observamos
en el balanceo de primates privados maternalmente, o el comportamiento de paseo
de los leones enjaulados o el morder los barrotes de las cerdas atadas son
causados por los mismos factores? La decision de clasificar a un modelo de
comportamiento como estereotipado depende de como ese comportamiento es
realizado, y si siempre se da de una manera invariante y repetitiva. Lo que siempre
fue llamativo acerca de los estereotipos estudiados es que parecen no tener funcion,
lo cual implicaba cierto grado de “anormalidad”, y fue justamente esto, por lo cual
muchos investigadores interesados en el bienestar incluyeron esa anormalidad en la
decision de si cierto tipo de comportamiento pudiese ser considerado estereotipia.
También algunos autores (Jeanette Kroshko y col., 2016) trabajando con carnivoros
salvajes, en su busqueda de encontrar mejores conductas indicadorasy que puedan
tener algun significado cuando no se realizan debido al cautiverio, ypuedan llevar a
desarrollar un comportamiento estereotipado; afirman que la territorialidad y ser
individuos altamente activos en la naturaleza no pareceria predecir que en cautiverio
desarrollen un comportamiento estereotipado. Lo mismo sucede si los individuos son
muy o poco inteligentes (estimado por el volumen craneal) tampoco se convierten en
buenos predictores de que desarrollen estereotipia por o que mas estudios son
necesarios. Lo que si dejan en evidencia es que mientras la presencia de un
comportamiento estereotipado indica condiciones de pobre bienestar, la ausencia de

comportamientos estereotipados no garantiza buen bienestar.

En relacion a la capacidad de enfrentamiento y diferenciacion individual, Wechsler

(1995) afirma que tanto los animales de granja como los de experimentacion,
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mantenidos en alojamientos intensivos se encuentran confrontados con situaciones
aversivas en la mayoria de las ocasiones y no tienen la posibilidad de evitar un
estimulo aversivo mostrando una reaccion especifica. Si la situacion aversiva no
cesa, el animal usa una serie de estrategias de comportamiento en un intento de

enfrentarse con ese medioambiente.

Cuando se analiza si un animal puede controlar su entorno con éxito, es decir, si
puede enfrentarse a las demandas ambientales, depende de los mecanismos que el
animal tiene disponibles para afrontar el desafio ambiental y de la evaluacién
individual de ese contexto. Cuando se considera que el escenario va a amenazar la
homeostasis (predictibilidad), se activan los mecanismos disponibles para
enfrentarse a dicha situacion o controlarla. Tanto la evaluacion de esas condiciones
como los mecanismos disponibles para enfrentarlos dependeran del genotipo y

fenotipo del individuo.

Parte de este intento de controlar es lo que llamamos “Coping”: Es la respuesta
comportamental que tiende a reducir el efecto del estimulo aversivo sobre el estado
fisico del organismo o las medidas fisiologicas relacionadas al estado fisico. La
definicion implica que la percepcion del animal ha sido moldeada por la evolucion
para reconocer la situacidén aversiva o amenazante para el individuo. Si la situacion
aversiva a la cual los animales se enfrentan en un experimento o alojamiento es
diferente de la situacion aversiva que ellos encuentran en su medioambiente natural,
o de la que molded la respuesta en el ambiente ancestral de seleccion, es posible
gue su organizaciéon comportamental carezca de una respuesta comportamental

adaptativa y que no puedan hacer coping frente a esa situacion.
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En ratas y ratones se dan dos comportamientos extremos. Un grupo de animales
reacciona con una pauta de enfrentamiento activo caracterizada por intentos de
controlar el medio ambiente, ya sea defendiendo el territorio propio, huyendo ante la
presencia de un animal dominante y en la evitacion, por ejemplo, de una descarga
(Weiss, 1968). Este tipo de respuestas al estrés fue descripto en un principio como la

respuesta lucha-huida.

En otras situaciones el animal puede actuar contra ese estimulo aversivo y tratar
de removerlo (Korte y col. 1992), por ejemplo las ratas tienden a acumular el lecho
de la caja contra un borne electrificado luego de experimentar un shock eléctrico
contra este.

Una segunda pauta de enfrentamiento se caracteriza por una aceptacion pasiva
de la situacion. Por ejemplo, los animales no defenderan el territorio, se quedaran
petrificados cuando se les acerque un dominante y seran poco eficaces a la hora de

evitar los estimulos adversos

Esta conducta pasiva de enfrentamiento también es llamada respuesta de
conservacion-alejamiento. Ambas conductas pueden parecer soluciones alternativas
a un problema pero ambas pueden conducir a cierto control ambiental. Ejemplo, para
evitar el ataque de un macho dominante, tiene a corto plazo el mismo efecto el

escape activo o el esconderse con cautela en la esquina de la jaula.

Los animales que emplean una conducta de enfrentamiento activo suelen ser
enérgicos en su grupo social y pueden encontrarse en posicion dominante o
subdominante. Los que presentan una pauta de enfrentamiento pasivo suelen ser

los subordinados del grupo. Asi, la diferenciaciéon individual esta presente, y el nivel
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en que esta diferenciacion se ve expresada en cautividad dependera de la
capacidad del sistema de alojamiento para permitir grupos sociales. Son muy
importantes los factores como el tamafio y composicion del grupo, la proporcion

entre sexos y el espacio disponible del habitaculo.

Es importante destacar que las relaciones sociales siempre contribuiran a la
variacion existente entre los animales experimentales, y que dicha variacion no solo
sera de naturaleza cuantitativa sino también cualitativa. Reducir esa variacion natural

implicara una forma de seleccion de los resultados experimentales.

Si la situacion aversiva consiste en la ausencia de un estimulo que libera un com-
portamiento especifico, por ejemplo alimentarse, la respuesta de coping sera la
busqueda del alimento.

Si un animal no puede ni escapar ni remover un estimulo aversivo no repetira las
mismas estrategias de respuestas de coping. Como alternativa el animal puede
conservar energia y esperar por un cambio espontaneo en la situacion
aversiva. Por ejemplo, se hallé que en perros expuestos a un shock eléctrico en una
situacion de la que no podian escapar, en situaciones posteriores fallan en la res-

puesta de escape cuando la situacién permite una posibilidad de huida.

Como una situacion aversiva también puede ocurrir en un ambiente natural,
Wechslersugiere que las estrategias de coping que se encuentran en animales de
laboratorio y granjas forman parte de su repertorio normal de comportamiento. Las
estrategias “escapar”, “remover” y “esperar” han evolucionado probablemente para

manejar los desafios con conspecificos y confrontarse con los predadores.
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Moberg (1985) pone en discusion el comportamiento de escape como respuesta
adaptativa para reducir el estrés de un animal frente a un desafio con otro congéne-
re dominante. Benus y col. (1991) argumentan que una estrategia pasiva como es
“‘esperar”, esta basada en la posibilidad de que un animal pueda permanecer inde-
tectado y que la fuente de amenaza abandone esa area por si misma. Las situacio-
nes naturales que pueden haber sido favorecidas por la evolucion como la estrategia
de busqueda se caracterizan por la ausencia de recursos esenciales como agua o
alimento.

Muchas publicaciones acerca de comportamiento de coping en animales
enfatizan solamente la distincion ya vista entre dos estrategias; el coping activo y el
pasivo(Von Holst,1985; Koolhaasy col.,, 1986; Bohusy col., 1987; Wiepkema and
Schouten, 1990; Benusy col., 1991; Kortey col., 1992).Esta clasificacién ha estado

influenciada por los resultados fisioldgicos.

El coping pasivo en animales generalmente se produce como reaccién ante un
estimulo aversivo mediante la inmovilidad, esperando que la situacién amenazante

cambie.

El coping activo, por el contrario adopta varias estrategias, Benus y col. (1991)
postulan que el estilo de coping activo en roedores machos esta dirigido a la elimi-
nacion de la fuente de estrés o la eliminacién de la propia fuente de amenaza condi-

ciéndose con las estrategias mencionadas de escapar o remover.

Como el uso de estas estrategias dependen de cada especie y varian segun la si-
tuacién aversivo a la cual el animal se enfrenta, es muy prematuro generalizarlo co-

mo teoria de estilos de coping activos o pasivos.
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Existe una relacion delcoping con las condiciones de alojamiento: la organizacion
conductual de los antepasados de nuestros animales domésticos ha sido formada
por seleccidn natural. Los sistemas de alojamiento intensivospara los animales de
granja y de laboratorio probablemente no cumplan con las 'expectativas' de una or-
ganizacion conductual que ha evolucionado en un entornodiferente(Wechsler,
1992b). Estos sistemas de alojamiento ofrecen al animal un ambiente estéril que no
provoca comportamientos variables y diferenciales. Estos involucran pocas carac-
teristicas que puedenser manipuladas y cambiadas por el comportamiento del ani-
mal. Aunque los animales pueden crecer y reproducirse bien en estos sistemas, son
propensos a tener problemas conductuales para hacer frente a situaciones aversivas

que se encuentran en dicho entorno.

En estas condiciones de alojamientolos animales son propensos a desarrollar
comportamientos “anormales” dado que fallan al hacer frente a situaciones aversivas
cuando desarrollan su comportamiento “normal”. También parece razonable asumir
que el comportamiento anormal se pueda originar a partir de un comportamiento de
coping, aunque hay pocos estudios detallados que ilustren la transicion de un com-

portamiento de coping no exitoso en un comportamiento anormal.

Por “comportamiento anormal” hacemos referencia a que es algo que no sucede
en la naturaleza, y por “comportamiento normal” a aquellas adaptaciones flexibles y
activas del individuo a circunstancias o estimulos ambientales externos. En un am-
biente de laboratorio estéril, sin estimulacién ambiental, es altamente probable que

se desarrolle ese tipo de comportamientos anormales (Wemelsfelder, 1994).
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Broom (1991), postula que el bienestar es pobre cuando los individuos tienen difi-
cultad en hacer frente con su entorno. Esta dificultad puede ser evaluada por medi-
ciones fisiolégicas de estrés, inmunologia, enfermedad, heridas, mortalidad, creci-
miento y reproduccion, y también por mediciones de comportamiento. Un animal con
dificultad de hacer frente a su entorno puede aumentar la duracion, la frecuencia o
intensidad de un comportamiento de coping dado. Probablemente pueda evaluar
una variedad de estrategias de coping y la falla al hacer frente con ese comporta-

miento normal resultara en el desarrollo de un comportamiento anormal.

En orden de prevenir un pobre bienestar, los sistemas de alojamiento deberian
ser disenados para permitir a los animales realizar comportamientos de coping efec-

tivos cuando se enfrentan a situaciones aversivas.

¢Cual es la significacion funcional de las respuestas fisiologicas ante el
estrés?Los parametros fisioldogicos como el incremento de catecolaminas o
corticosteroides en plasma se utilizan con frecuencia como indicadores de una
carencia de bienestar animal. Sin embargo, se deberia tener en cuenta que estas
respuestas son adaptativas y necesarias para el organismo cuando tiene que

enfrentarse a las condiciones (estresantes) y para sobrevivir a esa situacion.

Los cambios fisioldgicos que se producen como reacciéon ante un estimulo
estresante son importantes en dos niveles organizativos del organismo. Tanto el
sistema nervioso autonomo (SNA) como los diferentes sistemas neuroenddécrinos
afectan a 6rganos periféricos tales como el corazén, los vasos sanguineos, el
sistema inmune, etc. En general, se puede decir que la funciéon que desempefian es

la de preparar procesos fisioldgicos tales como la presion sanguinea, la distribucion
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de la sangre, el metabolismo, la inmuno competencia, etc. para producir una
respuesta conductual y fisiolégica adecuada. También se ve afectado el sistema
nervioso central (SNC), en el cual distintas hormonas, tales como los esteroides,
cruzan la barrera hematoencefalica y se unen a receptores especificos en ciertas
areas del cerebro, y otras hormonas a través de receptores especificos situados
sobre las fibras de los nervios autdonomos aferentes. Esta retroalimentacion de
hormonas hacia el SNC tiene varias funciones, en lo que se refiere a hipotalamo y
pituitaria, esta relacionado con mecanismos neuroendocrinos clasicos de ida y
vuelta. Sin embargo, cuando se refiere a estructuras limbicas superiores como el
hipocampo y la amigdala, las hormonas pueden afectar a la conducta. También se
sabe que muchas hormonas que se liberan como reaccién ante un estresor, como la
adrenalina, corticosterona, vasopresina, endorfina, etc., afectan tanto el aprendizaje
como los procesos memoristicos. Por lo tanto, estos mecanismos fisioldgicos y
neuroenddcrinos se pueden considerar como los mecanismos basicos que subyacen
a todo tipo de conducta, y sélo se pueden utilizar como parametros indicativos del
trastorno del bienestar animal cuando muestran desviaciones prolongadas de los

valores normales.

En esta interaccién entre medio ambiente y fisiologia, la conducta es un medio
importante para obtener y mantener la homeostasisdel medio interno. Sin embargo,
los procesos fisiolégicos también desempefian un papel importante. Por ejemplo,
cuando se situa un animal en un medio ambiente frio, reducira su pérdida de calor
no solo construyendo un nido sino también reduciendo su circulacién sanguinea

periférica e incrementara su produccion de calor tiritando e incrementando su
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metabolismo. Por lo tanto, un desafio ambiental (estresor) siempre inducira una
respuesta muy integrada conductual y fisioldgica. Esta respuesta integrada se inicia
y coordina por el sistema nervioso central (SNC). EI SNC tiene a su disposicién dos
vias principales como son el sistema nervioso autéonomo y el sistema
neuroendocrino.

FIGURA 1- Relacion entre el sistema nervioso centralcon el sistema nervioso
auténomo y el sistema neuroendocrino
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El sistema nervioso autonomopresenta un subsistema simpatico y otro
parasimpatico y todos los érganos estan inervados por ambos. Los dos subsistemas
se encuentran activos en la reaccion ante un estresor, y se equilibran en su
actividad. Por ejemplo, el manejo de un animal provoca un incremento de actividad
cardiaca y catecolaminas en plasma, indicando un incremento de la actividad

simpatica. Cuando mas tarde se coloca al animal en una jaula donde antes habia
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experimentado un suceso adverso, puede que se produzca una disminucion
repentina de la frecuencia cardiaca incluso aunque los niveles de catecolaminas en
plasma hayan continuado elevandose. Esta bradicardia se debe a un incremento de
la actividad parasimpatica y desaparece cuando se bloquea la neurotransmision
colinérgica por medio de atropina. Esto muestra el equilibrio de ambos componentes
del sistema nervioso autonomo y también como pueden activarse de manera

separada por estresores especificos.

A su vez, el sistema nervioso forma parte de otro mas vasto y diverso: el sistema
neuroendocrino. El sistema  hipotalamo-hipofisario  (hipotalamo-pituitaria-
adrenocortical - HPA) determina la respuesta neuroendocrina a los estresores, lo que
llevo a formular la propuesta del Sindrome General de Adaptacion (SGA), en el cual
cuando un animal esta expuesto a un estresor en forma crénica se presentan 3
fases diferentes. La primera fase es la de alarma la reaccion fisiolégica directa al
estresor, después de un tiempo esta fase se transformara en la segunda que es de
resistencia. Aqui el animal adapta su fisiologia a la presencia continua del estresor.
En la tercera fase, llamada de agotamiento,elsistemase encuentra exhausto, por su
exposicion continua a estresores severos. En este Ultimo caso,lacapacidad
fisioloégica del animal no es suficiente para satisfacer las demandas ambientales y
fallecera. Estas condiciones se ven claramente en situaciones de estrés cronico. En
las condiciones de alojamiento en las que se encuentran los animales de laboratorio,
estas situaciones extremas pocas veces se dan. Por ello es que la investigaciéon
actual se centra mas en la actividad pituitario-adrenocortical en la reacciéon ante

desafios ambientales menos severos. La actividad HPC se relaciona con la
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predictibilidad y controlabilidad del estresor que provoca que la pituitaria secrete la
hormona adrenocorticotropa y activa la corteza adrenal para la liberacién de
corticosterona. Pero también ante el estrés muchos sistemas neuroendocrinos
responden ademas de las adrenales, como es la reproduccion con la liberacion de
distintas hormonas (FSH, LH, testosterona, estrégenos, prolactina); con el
metabolismo (H. del crecimiento, tirotropina, tirosina, insulina), y la regulacion de la

presion sanguinea y fluidos corporales (vasopresina, oxitocina).

Las actividades orientadas al control del ambiente del bioterio, como la
temperatura ambiente, la humedad, los cambios de aire, la frecuencia de limpieza de
las jaulas, los ciclos de luz - oscuridad, el ruido y las rutinas diarias, son ejemplos de
condiciones ambientales que al producir estrés afectan el bienestar de los animales
en una institucidon de investigacion (Clough, 1982; Gamble, 1982; Riley, 1975;
Peterson, 1980; McSheehy, 1983; Everitt, McLaughlin y Helper, 1987; Besch, 1980;

Gartner, Buttner, Dohler y col. 1980; Anon, 1990).

Distintas investigaciones apoyan esta afirmacion.Se observaron variaciones
importantes en ciertos parametros sanguineos de ratas sometidas a diversas
manipulaciones y procedimientos de experimentacion. Por otra parte, la presencia de
un miembro del personal familiar en la sala, sin que haga manipulaciones, tenia muy
poca influencia sobre los parametros estudiados (Gartner, Buttner, Ddhler y
col.1980). Cambios subitos en la humedad pueden causar muchos problemas a los

conejos (Anon, 1989b).

En conejos y roedores de laboratorio, se detectaron estimulos y condiciones que

pueden afectar su bienestar psicolégico y su salud general. No esta permitido, bajo
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ninguna circunstancia, practicar procedimientos experimentales que necesiten un
contacto fisico en las salas donde viven los animales, sobre todo si estas

manipulaciones provocan miedo y/o emisiones vocales.

Un factor que actua como estresor es el ruido.Se considera que los niveles de 50-
70 dBA o mas son probablemente nocivos para el oido de los roedores y conejos.
Estos efectos incluyen crisis audiogénicas en ratones jévenes (Bevan, 1955;

Gamble, 1982), y baja fertilidad en ratones y ratas (Newton, 1978).

Lo mismo ocurre con la iluminacion.La intensidad luminica puede influir las
actividades de los roedores, el comportamiento maternal y varios otros aspectos de
fisiologia reproductiva (Clough, 1982). Se observaron desordenes reproductivos en
ratones y ratas alojados con ciclos de luz - oscuridad inapropiados, 0 en la ausencia
de tal ciclo (Newton, 1978). En ratas albinas, la exposicion continua a una intensidad
luminosa mayor de 700 lux puede ocasionar una degeneracion severa de la retina
(Clough, 1982; Semple-Rowland y Dawson, 1987), y hay otros informes de dafos

retinianos asociados con la iluminacion (McSheehy, 1983).

1.7 ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL

En el pasado, se consideraba particularmente importante proveer un alojamiento
adecuado para los animales de laboratorio, a fin de asegurarles buenas condiciones
de higiene, facilitar su manejo y minimizar variables (de manejo). Hoy en dia se da
mas importancia a reducir el estrés del animal, a mejorar su bienestar social y la
expresion del comportamiento. El hecho de agregar diversos elementos de

enriquecimiento ambiental puede o no resultar en un incremento de los costos de la
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actividad; sin embargo y a menudo hay beneficios inmediatos para el animal v,

finalmente, para el investigador y la investigacion.

El enriquecimiento ambiental es definido por Beaver (1989) como "elementos

adicionales al ambiente de un animal con los cuales puede interactuar.”

Newberry (1995) lo define como una mejora en el funcionamiento bioldgico de los
animales cautivos, resultante de modificaciones en su ambiente. La mejora en la
funcionalidad bioldgica incluye el éxito de su vida reproductiva, aumento de su

eficiencia inclusiva y las consecuencias de esto como mejora de su salud.

En regla general, la mayoria de los animales de experimentacion son animales
sociables y se benefician de la compaiia de sus congéneres o del humano. Las
experiencias de un animal durante sus fases de desarrollo determinan su
comportamiento social. Por lo tanto, las condiciones de alojamiento de un animal en

una instalacion de crianza tendran un impacto sobre su bienestar futuro.

Se deben hacer las mismas consideraciones sobre las necesidades sociales de
los animales usados en la investigacion, en la ensefianza o en pruebas, como sobre
los factores ambientales tales como la iluminacién, la calefaccion, la ventilacién y la
contencion (jaulas). Particularmente en el caso de animales alojados
individualmente, la observacion diaria provee una forma alternativa de contacto
social para el animal, y usualmente facilita las manipulaciones, pues el animal se

acostumbra a la presencia del humano.

En un ambiente mas complejo, el uso de dispositivos especificos, y el uso mejor

del espacio existente, tienen efectos estimulantes. El simple hecho de aumentar el
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numero de centimetros cuadrados disponibles para un animal no favorece por si
mismo una utilizacion mejor del espacio (Line, 1987; Fajzi, Reinhardt y Smith, 1989);
sin embargo, el espacio debe convenir a la especie animal. En animales alojados en
grupos, se debe evaluar regularmente la relacion del grupo social y del espacio

disponible.

¢ Por qué se recomienda prestar tanta atencién a la formacion de grupos?

Una de las caracteristicas de los ratones silvestres es que muestran una variacion
poblacional ritmica, aumentando hasta cierto nivel Optimo seguido de una
declinacion rapida y luego un optimo nuevamente (Baumans 2002). En la mayoria
de los laboratorios, los ratones se alojan juntos después del destete en grupos de un
mismo sexo. Aunque esto no es natural, los machos formaran jerarquias de todas
maneras, proceso durante el cual puede haber peleas, estrés y heridas. Estas
diferencias de agresion difieren marcadamente entre las distintas cepas de

laboratorio (Nevisony col. 1999).

Cuando los animales entran en contacto, hay un periodo inicial durante el cual
establecen sus relaciones sociales (rango de predominio, etc.). Se pueden producir
interacciones agresivas; y cuando las condiciones son favorables, la organizacion
social se estabiliza. Una vez establecida la jerarquia, las interacciones son sutiles, y
basadas mas sobre la evasion o la amenaza que sobre la accidén agresiva
manifiesta. Si su rutina diaria se desorganiza, si se limitan recursos tales como los
alimentos o los espacios de descanso, o si los animales estdan mal agrupados, la
jerarquia llega a ser perturbada y el numero de interacciones agresivas se multiplica.

El bienestar del animal estda amenazado en lo social cuando:
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a) El espacio es insuficiente para mantener una distancia adecuada para el

comportamiento;

b) Los espacios de alimentacién y de descanso para todos los individuos son
insuficientes; o cuando la alimentacion y el descanso no se pueden realizar

concurrentemente;

c) Los reagrupamientos son tan frecuentes que los animales experimentan

repetidamente el proceso de estabilizacion;

d) Los tamafios de los grupos no son apropiados para las especies.

Lo anterior cuestiona las practicas intensivas de confinamiento que impiden a los
animales ejercer sus actividades sociales y de comportamientoespecificas de

especie.

Ademas de su espacio minimo de descanso, los animales necesitan también lo
que se podria llamar el espacio secundario, que les permite libertad de movimiento.
Una excepcion importante puede ocurrir al momento del parto, cuando la mayoria de

las hembras deben tener sus espacios propios.

Es fundamental evitar alojar animales individualmente, a menos que sea
necesario por razones de salud, de agresion o de investigacion. Los animales
alojados solos deben tener algun grado de contacto social con otros de su especie.
Para la mayoria de las especies, se debe permitir por lo menos establecer contacto
visual. El contacto olfativo y auditivo con otros animales es también habitualmente

deseable.
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Beaver (1989) sugiere cinco factores en particular que pueden contribuir al
enriquecimiento ambiental: el enriquecimiento del comportamiento, los congéneres
sociales, los dispositivos, las actividades de busca de alimentos, y el control del

ambiente. Algunos de estos factores se discuten mas adelante.

Baumans (2004) y Berdoy (2002), sostienen que los roedores mantienen una vida
parcialmente adaptada a la cautividad pero aun revelan similaridades con sus
contrapartes silvestres. Por esta razon, el medio ambiente del animal de laboratorio
deberia acomodarse a las necesidades comportamentales vy fisiologicas innatas tales
como contacto, descanso, construccion de nido, refugio, explorar, ocultarse, forrajeo

y roer.

Por ejemplo, los roedores son muy susceptibles a los predadores y es muy comun
que muestren fuertes respuestas de miedo en situaciones no familiares cuando no
pueden hallar refugio. Muestras de este comportamiento incluyen tendencia a huir,
morder cuando son manipulados o quedarse totalmente inmdviles para evitar ser
detectados. El animal deberia poder sentirse seguro en un ambiente amenazante

que pudiera controlar (Poole, 1998).

Segun Young (2003)para mejorar el bienestar de los animales y enriquecer el am-
biente se emplean diferentes métodos que incluyen desde la mejora en la conviven-

cia social hasta juguetes.

La implementaciéon de un enriquecimiento ambiental especifico debe considerar

los siguientes principios:
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e Mejorar la calidad del cautiverio de manera que el animal tenga una eleccion ma-
yor de actividades y controles sobre el medioambiente social y espacial (Newberry
1995, Stauffacher 1995).

e Aumentar la diversidad comportamental.

¢ Reducir la frecuencia de comportamientos anormales.

¢ Incrementar la utilizacion positiva del ambiente.

e Aumentar la habilidad del animal para que pueda adaptarse a los desafios (Young

2003)

Segun Poole (1998) los animales tienen necesidades fisiolégicas y comportamen-
tales. Entre las fisiologicas se incluyen beber, comer, dormir y refugio. Entre las
comportamentales se incluyen pautas tales como las de comportamiento social, ex-
ploracion, forrajeo, acicalado, excavacion, construccion de nidos, busqueda de refu-
gio y roer, fundamentales para el mantenimiento fisioldgico normal y psicolégico. Es-
tos comportamientos son considerados como normales en los roedores en la natura-
leza, y deben ser considerados como comportamientos innatos esenciales, que se
realizan con independencia de sus efectos.

Para los animales de laboratorio, esta reconocido que la interaccion social con los
congéneres es un factor de bienestar deseable y esencial. Existe abundante biblio-
grafia que, desde hace afnos, respalda esta afirmacion.

Idealmente los ratones alojados juntos deberia ser compaferos de camada pero a
veces esto no es posible debido a los disefos experimentales y tamafo de las cajas.
Pero lo importante es que el grupo debe ser estable y armonioso (Love 1994; Morton

y col. 1993; Stauffacher, 1997a),aunque esto conlleva a disponer de barreras visua-
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les o refugios para ocultarse y evitar las agresiones (Stauffacher 1997b, 2000; Van
de Weerd and Baumans 1995; Van Loo y col. 2002).Un conespecifico para un animal
social, es el factor de enriquecimiento mas estimulante. Mientras que los objetos de
enriquecimiento son elementos estaticos y de interés solo para una actividad especi-
fica, un companero social siempre crea nuevas e impredecibles situaciones a las
cuales el animal debe reaccionar. Este tipo de enriquecimiento conlleva a incremen-
tar los comportamientos de alerta y exploracion, los mantiene ocupados y les provee
ademas algun sentimiento de seguridad (Stauffacher 2000).Incluso el contacto con
humanos, (técnicos y cuidadores) en el manipuleo a diario, entrenamiento y sociabi-
lizacion, beneficia al animal y a los resultados de los experimentos debido a que esto
los estimula cognitivamente y permite una interaccidon mas positiva con los investiga-

dores(Baumans 2004; Shepherdson 1998; Van de Weerd and Baumans 1995).

De aqui se desprende la importancia de incorporar en este estudio como enrique-
cimientos social el alojamiento de a trios y ambos sexos de los ratones y como enri-
quecimientos fisicos, uno del tipo refugio y otro del tipo juguete para que puedan re-

fugiarse y roer un objeto.

El término juguete (una antropomorfizacion) es una generalizacién para muchos
objetos. Objetos como cadenas, trapos, bloques de madera, objetos de goma, tubos
plasticos, pelotas, etc. son empleados para este tipo de enriquecimiento. Algunos de
estos parecen ser de mas valor funcional para algunos animales que para otros, y
puede haber diferencias en los miembros de un grupo respecto de esta valoracion.

La motivacion subyacente es el juego (Newberry 1995).
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El enriquecimiento fisico (dispositivos artificiales) incluye recintos complejos y
estimulos sensoriales y nutricionales. La estructuracion del ambiente de la caja es
mas beneficiosa que la provision de una gran area de superficie. Salvo para la
actividad locomotora, los animales no usan ese espacio, en cambio si emplean
recursos y estructuras internas del area para comportamientos especificos. La
mayoria de los roedores dividen su espacio de vivienda en areas separadas para
alimentarse, descansar y excretar. Tales divisiones también permiten a los animales
controlar su ambiente incluso los niveles de iluminacion. (Stauffacher 1997a,
Townsend 1997).Estas divisiones pueden ser facilitadas por estructuras internas en
la caja: tubos, estantes, cajas y material para nido, plataformas, etc.; lo que permiten

crear areas de escondite y ocultamiento.

1-8ETICA EN EL TRABAJO CON ANIMALES DE LABORATORIO:

Para comenzar a hablar de ética en el trabajo con animales de experimentacion
podemos citar a Fraser (1999), quien nos trae una problematica que surge desde los
afios 70, en la cual nos plantea que tanto los cientificos como los filésofos
preocupados por la ética animal han estado trabajando esencialmente hacia el
mismo objetivo: proveer un marco de referencia que nos ayude a comprender y
articular nuestras relaciones con los animales de otras especies, y trasladar este

entendimiento hacia una accion apropiada.

Pero cientificos y filésofos encararon esta tarea por casi 20 afios con ideas,
aproximaciones, enfoques y vocabularios muy diferentes debido a la poquisima
comunicacion entre ambos campos de investigacion, funcionando casi como “dos

culturas diferentes”.
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Algunos escritos de los mejores conocidos sobre ética crearon barreras paralos

cientificos debido a que estos tendieron a:

1- Poner el foco solamente a nivel del individuo mas que hacer algunas

precisiones a nivel de la poblacion, o del ecosistema o la especie.

2- Defender principios éticos simples mas que balancear entre principios
conflictivos.
3- Ignorar o desestimar la ética tradicional basada en el cuidado, responsabilidad

y comunidad con los animales.

4- Buscar soluciones a través de la teoria ética con pequefos recursos o

conocimiento empirico.

5- Incluir diversos grupos taxonémicos dentro de una categoria moral simple.

6- Proponer una solucién unica para diversas practicas de uso de animales.

Ademas, algunos de los cientificos se separaron de los eticistas por el hecho de
que el sufrimiento y otras experiencias subjetivas de los animales no eran en aquel
momento susceptibles de investigacion cientifica y por la afirmacion de que la
ciencia podria medir el bienestar animal como si solo se tratara de un concepto

puramente empirico.

Sin embargo, otros autores menos conocidos, trabajan en ética animal creando
vinculos con el bienestar animal y apuntan hacia la investigacién empirica para

ayudar a resolver cuestiones de la ética animal. En algunos de susenfoques:
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1- Expresan preocupacién moral por los animales, utilizando conceptos que se

prestan al analisis cientifico.

2- Atribuyen valor a la atencion tradicional y a la comunidad con los animales.

3- Reconocen la importancia del analisis empirico para discriminar entre buena y

mala practica de uso con el animal.

4- Consideran que diferentes grupos taxondmicos merecen diferentes tipos y

niveles de preocupacion ética.

Al mismo tiempo, la ciencia del bienestar animal se ha vuelto mas compatible con
los enfoques utilizados por algunos eticistas. Algunos cientificos han reconocido y
tratado de aclarar la interaccion de normativas y elementos empiricos en la
evaluacion del bienestar animal, y muchos estan intentando entender las

experiencias subjetivas éticamente relevantes de los animales.

La creciente convergencia de los cientificos y los enfoques filosoficos pueden
conducir a un campo de estudio mas integrado y a una mayor conciencia ya que ni
la informacion empirica ni la reflexion ética pueden, por si mismas, responder a

preguntas sobre nuestra relacion con los animales de otras especies.

La mejor manera de actuar éticamente con los animales de experimentacion es

cumpliendo con las 5 libertades fundamentales, garantizando:

1. Que no padezcan hambre ni sed merced a un facil acceso al agua potable y a

una dieta que garantice un nivel adecuado de salud y vigor.
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2. Que no sufran molestias o incomodidad gracias a un entorno adecuado de

confinamiento y con zonas de descanso comodas.

3. Que no sufran dolor, heridas o enfermedades gracias a la labor de prevencidn

y diagndstico con tratamiento rapidos.

4. Que puedan expresar un comportamiento natural al disponer de suficiente

espacio, instalaciones adecuadas y la compafiia de animales de la propia especie.

5. Que no padezcan miedo ni angustia al disponer de condiciones y trato que

eviten el sufrimiento.

A lo anterior, en el campo de la investigacidon, se agregan las 3 Rs de Russel y
Burch, (reemplazo, reduccién y refinamiento).Si bien el reemplazo y la reduccion son
imprescindibles, tal vez el refinamiento es la que mejor aplica a la ética diaria del
trabajo con los animales; tratando de reducir a un minimo absoluto la cantidad de
sufrimiento impuesta a los animales que todavia se utilizan, asistiéndolos con la
correcta anestesia, analgesia y cuidados; brindandoles mejores condiciones
ambientales para que puedan lograr sus necesidades comportamentales y
fisiolégicas, garantizando las competencias y habilidades del investigador y resto del

staff para el trabajo con los animales y mejorando el procedimiento experimental.

1-9 ESTADO DEL CONOCIMIENTO:

La ciencia de animales de experimentacion, ha alcanzado grandes avances en los

ultimos afos, hasta llegar a la situacion actual de desarrollo en la que se exigen
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animales definidos genética y microbiolégicamente para emplearlos en pruebas de

diagndstico, investigacion y control de calidad.

La actitud ética y la responsabilidad que implica trabajar con seres vivos ha dado
lugar a una nueva iniciativa denominada “armonizacion”, mediante la cual se ha
convocado a los expertos y que se han puesto de acuerdo para definir y establecer
recomendaciones para el uso y cuidado de los animales de laboratorio,
constituyendo este un capitulo de vanguardia dentro de la especialidad el cual
estudia el comportamiento animal y evalua su estado de bienestar. Estos estudios
han generado documentos de referencia con recomendaciones de relevancia
internacional. El enriquecimiento ambiental, constituye uno de los capitulos dentro

de dichas recomendaciones.

El término enriquecimiento implica una mejora. Sin embargo, se aplica
frecuentemente a cambios ambientales de diferentes tipos (p. ej.: sociales, fisicos,
sensoriales, alimentacién,amaestramiento) mas que al resultado, y algunos autores
emplean la palabra enriquecimiento como un sinébnimo de un aumento en la

complejidad.

El uso de enriqguecimiento ambiental ha sido propuesto en diversos paises del
mundo desde principios del afio 1980 como una accién para mejorar el bienestar de
los animales de experimentacion mantenidos en cautiverio en los bioterios (Kornerup
- Hansen 1999). Asimismo, en muchos de ellos, la legislacion ha incorporado este
tépico como una exigencia para el cuidado y uso de los animales que se emplean en
el desarrollo de las investigaciones cientificas (Council of Europe 1997, Rodent

Refinment Working Party 1998). En nuestro pais, la ciencia de los animales de



92

laboratorio no ha alcanzado un desarrollo significativo en algunas de sus ramas,
entre ellas los aspectos referidos al enriquecimiento que se les debe brindar a los
animales para que alcancen su bienestar. Argentina no cuenta a la fecha con una ley
para el cuidado y uso de los animales de experimentacion; sin embargo, en distintos
ambitos académicos, institutos de investigacion, laboratorios tanto publicos como
privados se ha comenzado a dar importancia a la actitud y la forma en que se
mantienen, producen y utilizan los animales de laboratorio.Da cuenta de ello, la
creacion de los denominados comités de ética y bienestar para el cuidado y uso de
los animales de laboratorio (CICUAL). En los mismos se contemplan los distintos
aspectos de cumplimiento para el bienestar animal y el enriquecimiento del

ambiente.

Se ha considerado que el uso del enriquecimiento ambiental en animales en
cautiverio permite expresar la totalidad o la mayor parte del comportamiento
especifico de cada especie, lo cual posibilita a los individuos permanecer vy
desarrollar sus vidas en un estado de bienestar lo cual impacta en su salud y en
consecuencia en la obtencion de resultados validos y confiables cuando estos se

usan en investigaciones biomédicas (Baumans 2000, Dean 1999, Newberry 1995).

Existen un gran numero de estudios que se realizan con animales de laboratorio,
de granja y de zooldgicos en donde ha quedado en clara evidencia el beneficio del
uso del enriquecimiento ambiental (Prior y col 1994, Van de Weerd y col. 1998,
Wurbel y col. 1998). Sin embargo, en el caso de los animales de experimentacion se
han presentado objeciones al respecto. Existe una preocupacion respecto del uso

del enriquecimiento ambiental ya que podria representar una alteracion de las
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condiciones estandarizadas de mantenimiento de los animales influenciando
negativamente en los resultados de los estudios o pruebas e incrementando la
variabilidad de los resultados de las experiencias. (Jensen y col. 1993). En caso de
producirse, el aumento en la variabilidad de los resultados (varianza)podria impactar
en el incremento del tamafio de la muestra, es decir en el numero de animales que
se emplean en las pruebas y estudios, contraponiéndose a uno de los conceptos de
las denominadas 3Rs, como es la reduccion en el numero de animales (Gartner

1999, Russel & Burch, 1959).

Por lo expuesto anteriormente, queda planteada una situacion en la cual se
observan discrepancias entre las opiniones de diversos autores, ya que, por una
parte, las recomendaciones sobre la estandarizacion de las condiciones de
alojamiento, condiciones sanitarias y genéticas de los animales de laboratorio se
controlan constantemente para asegurar la reproducibilidad de las pruebas y poder
comparar los resultados experimentales, y por otra, se procura su bienestar animal.
Lo primero tiene como objetivo reducir las posibles fuentes de variabilidad de los
animales y de los factores ambientales (Beynen y col. 1993, Van Zutphen y col.
1993) y lo segundo (mejora del bienestar), estaria aumentando la variabilidad de las
pruebas. Por lo tanto estas recomendaciones, si bien proponen que se debe
asegurar el bienestar animal, aun no se alcanza un acuerdo o consenso acerca de
como lograr esa mejora en los animales en forma estandarizada y en

consecuenciavarios autores niegan el efecto beneficioso del enriquecimiento.

Por otra parte, apoyando la posicion sobre los beneficios que resultan del empleo

de elementos que enriquecen el ambiente de los animales, muchos autores
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sostienen que mediante el uso de enriquecimiento ambiental se obtienen resultados
confiables y se emplean menor numero de animales. De esta manera se podrian
cuestionar aquellos resultados obtenidos con animales mantenidos bajo condiciones
estandarizadas estrictas y sin el aporte del enriquecimiento ambiental, es decir que
los cambios en los resultados podrian llegar a modificar e invalidar datos historicos

(Dean, 1999).

Las propuestas que niegan el beneficio del enriquecimiento ambiental afirman que
este es la causa de que los animales generen mayor variabilidad en las respuestas a
los procedimientos experimentales a los que se los somete, debido a que muestran
un comportamiento mas diverso. Mientras que las que se pronuncian a favor,
sostienen que los animales que cuentan con enriquecimiento pueden desarrollar
todo su repertorio de comportamiento especifico, y estdn mas capacitados para
hacer frente a los cambios, por estar acostumbrados a vivir en medios enriquecidos.
También consideran que son menos excitables o hiper reactivos frente a los nuevos
estimulos y muestran una respuesta mas uniforme (Baumans 1997, Chamove 1989,

Rose 1994, Van de Weerd 1994, Wemelsfelder 1990).

Segun esto ultimo se podria proveer animales a los laboratorios criados con la
mejor condicion fisica y social y con condiciones ambientales ideales para su
bienestar. Asimismo se necesitan menos animales en investigacién o en pruebas de
rutina y los resultados son seguros y confiables. En estas circunstancias éptimas la
variacion se reduce notablemente (Chance 1997). Esta no es una nueva

observacion;en los afios 50 (Chance 1956 & 1957), se demostré que el tamano de la
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varianza se relaciona con la naturaleza de las condiciones de alojamiento,

tratamiento y situacion social en la cual se mantienen los animales de laboratorio.

Muchos investigadores, (por ejemplo, Van de Weerd 1996), sostienen que el
enriquecimiento influye no solo en los promedios de un grupo de parametros
biolégicos mensurables sino también en la variabilidad de los resultados. Si estas
expectativas son validas a lo largo de un amplio rango de experimentos,
eventualmente el uso de animales enriquecidos puede llevar a una reduccién en el
numero de individuos necesarios para obtener resultados experimentales validos. No
obstante, hay pocos estudios que se han llevado a cabo especificamente sobre la
variabilidad de los resultados comparando el uso de animales con y sin

enriquecimiento.

1-10INTRODUCCION A LA PROBLEMATICA PLANTEADA

En la mayoria de los bioterios donde se mantienen a los animales de
experimentacién los ambientes han sido disefiados para conveniencia de las
personas teniendo poca o ninguna consideracion sobre las necesidades
comportamentales de los animales. Esta forma de mantenimiento estandar o sin

enriquecimiento es la que ha venido prevaleciendo desde mediados de los afios 50.

La estandarizacién es y ha sido uno de los conceptos mas importantes en la
ciencia de los animales de laboratorio. La estandarizacion de los animales o del
medioambiente de los animales (cajas, iluminacion, temperatura y calidad del aire)

ha contribuido a la mejora de la reproducibilidad de los resultados experimentales.
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El fondo genético del animal empleado en experimentos también ha sido
estandarizado por sistemas rigidos, por ejemplo, de endocria; los cuales resultaron

en cepas con minima variacion genética.

De esta misma manera la estandarizacion microbiologica resultdé en la obtencion

de animales libres de patdgenos especificos (SPF).

Los procedimientos experimentales que se practican en los animales son también
estandarizados por el hecho de que muchas veces se siguen reglas estrictas y

regulaciones como por ejemplo de las buenas practicas de laboratorio (BPL).

Los sistemas de alojamiento comunmente utilizados se han desarrollado
principalmente sobre la base de factores econdmicos y ergonémicos, proveyendo y
permitiendo los requerimientos basicos nutricionales de los animales, buenos indices

de reproduccion, de buena salud y sanitizacion.

Los estandares de manejo han sido desarrollados fundamentalmente para reducir
las variables experimentales, asegurar la reproducibilidad de los resultados
experimentales y alcanzar la conveniencia de los investigadores y los técnicos que
manejan los animales (Bean 1995). La metodologia tradicional de alojamiento de
animales de experimentacién permite la ejecucion facil de la limpieza y maximiza la

utilizacién dentro del espacio total del bioterio (Ward & DeMille 1991).

Los ambientes estandares para animales de laboratorio so6lo cooperan
parcialmente con otras necesidades como es el desarrollo de sus comportamientos
naturales o las interacciones sociales. Se ha reconocido que los animales tienen

necesidades psicolégicas, como lo define Poole (1998) “un animal debe ser capaz
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de adquirir experiencia lo cual le permite colectar y analizar informacion, para
construir una imagen cognitiva del mundo en cual vive y actuar sobre su
conocimiento”. El confinamiento de animales en ambientes simplificados con
carencias de estimulos puede resultar en animales que experimentan diestrés lo cual
puede llevar a que desarrollen comportamientos anormales tales como estereotipias

o pasividad (Wemelsfelder 1990,Jensen& Toates 1993).

Cuando muchos signos indican que las condiciones de alojamiento realmente
afectan el bienestar de los animales de forma negativa, la pregunta que surge es
qué clase de modelos animales se estan usando para los experimentos cientificos y

que impacto tiene esto sobre los resultados y conclusiones (Benn 1995).

Es en esta ultima década donde la forma de alojamiento de los animales se ha
convertido en un tépico de discusion. Esto ha impactado en varios cuerpos
legislativos y guias internacionales de recomendaciones acerca del cuidado para
con los animales de laboratorio. A manera de ejemplo, podemos citar la “Guia para el
cuidado y uso los animales de laboratorio 2011, (8ht Edition National Research
Council),y la Directiva del Consejo Europeo para la proteccién de los animales
utilizados en experimentacion 86/609/CEE, las cuales marcan un cambio gradual
desde el tratamiento del animal como un mero objeto de investigacion hacia una
aproximacion en la cual se pone mas énfasis en su bienestar como organismo

bioldgico con capacidades especie especificas y sus limitaciones.

El bienestar de los animales cautivos no solo depende de la ausencia de temor y
diestrés o de anormalidades comportamentales, sino que también debe imponer la

menor restriccion a las necesidades fisioldgicas y etoldgicas de los animales (Benn
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1995, Markowitz & Line 1990). Esto requiere de medioambientes que permitan
atender tales necesidades lo mas posibles. Para ello las condiciones estandares de

alojamiento necesitan de alguna forma de enriquecimiento del ambiente.

El enriquecimiento ambiental en roedores, hace posible que un animal pueda
interactuar con el medio ambiente y mejorar el bienestar cuando esta en cautiverio
(Beaver 1989). Debe permitir alterar el comportamiento dentro de ciertos parametros

(Chamove 1989).

Existe gran cantidad de literatura acerca de las formas de enriquecimiento
ambiental en animales cautivos, por ejemplo empleando elementos como juguetes o
subdividiendo parcialmente su habitaculo o microambiente (Bayne 1996, Scharmann
1994). Para evaluar el impacto de un medioambiente modificado en un animal, se
debe determinar la latencia, la frecuencia y la duracién de los cambios de
comportamiento en el mismo (Rose 1994). Por lo tanto, para medir los cambios
producidos por el enriquecimiento se pueden realizar diferentes ensayos o test de
comportamientos ademas de evaluar las variables fisiolégicas (Manosevitz 1970,

Markowitz 1990).

Si bien hay estudios realizados en ratones, la informacion aportada por los
mismos no es lo suficientemente concreta y contundente como para llegar a

conclusiones definitivas.

Por otra parte existe una gran controversia debido a que algunos autores critican

la opcion de brindar enriquecimiento ambiental en animales de experimentacion
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porel hecho que dificulta y encarece el mantenimiento de los mismos y aumenta la

variabilidad de los resultados (varianza) (Eskola y col. 1999, Fernandez y col. 2002).

Por lo expuesto anteriormente he considerado importante analizar las varianzas
(como forma de medir la variabilidad) que resulten de criar ratones de

experimentacion en ambientes con y sin enriquecimiento.

Los resultados de este trabajo podrian contribuir con la definicidn de si es positiva

esta forma de enriquecimiento ambiental o no.
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2. HIPOTESIS

2.1 HIPOTESIS DE TRABAJO: Ho

La variabilidad obtenida en ensayos de campo abierto, con ratones producidos y
mantenidos con enriquecimiento ambiental es menor o igual a la obtenida al emplear

ratones de experimentacion producidos y mantenidos sin enriquecimiento ambiental.

Si esta variabilidad en parametros comportamentales y fisiologicos es similar o
menor a la observada en animales que no tienen enriquecimiento, permitira generar
nuevos protocolos para el manejo de animales en produccidén o bajo experiencia en

los bioterios.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudio es analizar la variabilidad que resultara de criar y
mantener una cepa endocriada y un stock exocriado de ratones de experimentacion

con y sin enriquecimiento ambiental.

3.2 OBJETIVOS PARCIALES

. Analizar el comportamiento de los animales producidos de manera estandar y
con enriquecimiento ambiental respectivamente luego de someterlos a un ensayo de

campo abierto.

. Estudiar la variabilidad diferencial obtenida de los parametros conductuales y
fisiologicos, en animales que han sido criados con dos tipos diferentes de
enriquecimiento ambiental luego de haberlos sometido a un ensayo de campo

abierto.

" Analizar el comportamiento de las madres que han sido criadas con
enriquecimiento para con sus crias. Esto permitiria determinar la importancia del
ambiente enriquecido en las madres y su efecto en las crias, contra el efecto del

enriquecimiento sélo en las crias.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 AUTORIZACION PARA REALIZACION DEL PROYECTO: Este trabajo ha sido
evaluado por el Comité Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio de la FCV — UNLP con el numero 02-09-10T y ha sido aprobado para su

ejecucion segun memorando 32/12 de la Secretaria de Posgrado de la FCV UNLP.



4.2 FLUJOGRAMA DE LAS ACTIVIDADES

FIGURA 2- Flujograma de las actividades
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4.3 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 144 ratones en total (72 ratones de la cepa BALB/c y 72 del stock
N:NIH(S)-Fox1**(Swiss)). Se emplearon 36 animales de la cepa BALB/c y 36 del
stock Swisspor generacién FO y F1 respectivamente, 12 machos y 24 hembras de
cada cepa, todos de 7 semanas de edad y libres de patdogenos especificos. Se
escogié esta edad debido a que los ratones terminan la pubertad a las 7 semanas

que es cuando comienzan la adultez.

Se eligié la cepa BALB/c (endocriada) por ser una de las difundidas en cuanto a
Su uso en nuestro pais. La misma fue creada por Bagg, cuyos origenes datan de
1923, y se incorpor¢ al bioterio del LAE FCV UNLP en el afio 1993, y se mantiene
endogamicamente desde su ingreso bajo los sistemas de auto perpetuacion,
controlando genéticamente la pureza de la linea desde entonces. Hasta el afio 2009
se la mantuvo sin otorgarle ningun tipo de enriquecimiento ambiental. A partir del afio
2010 con el objetivo de mejorar la eficiencia de la produccién, se iniciaron estudios
sobre el uso de materiales para nido poniéndose en marcha ensayos de preferencia
en hembras en produccion de esta cepa (Maschi y col.2012). Sin embargo, hasta
ese momento en nuestro pais, se contaba con poca informacién sobre el
comportamiento de los ratones de laboratorio y su relacion con el enriquecimiento
del ambiente. Su amplia aceptacion como animal experimental se debe a que es
utilizada como modelo multipropdsito, desarrolla hibridomas, es adecuada para la
produccion de anticuerpos monoclonales, y ademas presenta caracteristicas clave

como su susceptibilidad a desarrollar desmielinizacion por infeccion con virus Theiler
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o de la encefalomielitis murina, es susceptible a Listeria, a todas las especies de

Leishmaniaya algunos Trypanosoma.

La eleccién del stock (exogamico)N:NIH(S)-Fox1** (de aqui en mas Swiss) se
debio también a su amplio uso por parte de la comunidad cientifica. Sus origenes se
remontan al afo 1920, fue creada por Clara Lynch quien los introduce desde
Lausanne, Suiza al NIH EEUU. Al bioterio del LAE FCV UNLP se incorporé en el afio
1998 desde el Instituto Nacional de Salud de USA, y se mantiene exocriada desde
su arribo siguiendo un sistema rotacional de manejo de poblaciones exogamicas
HAN. Hasta el afio 2009 se la mantuvo sin enriquecimiento ambiental al igual que la
cepa anterior, y en el 2010 se empieza a trabajar de similar manera que con los
BALB/c. La gran aceptacion de este stock de ratones se debe a que es
ampliamente utilizado para muchos propdsitos y donde la variabilidad genética de
cada individuo juega un papel fundamental. Da cuenta de ello su uso en pruebas de

control de calidad de vacunas y diversos productos; y ensayos toxicoldgicos.

Todos los animales fueron alojados en las salas de produccién SPF del bioterio de
la FCV - UNLP. Se mantuvieron con las siguientes condiciones de alojamiento: rack
ventilado de la firma Lab Products modelo One Cage, alojados en cajas de
polisulfona de 18 x 29 x 13 cm con tapa filtro y ventilacién individual en cada caja,
con aire filtrado a través de filtros absolutos HEPA, a una temperatura ambiente de
22 +/- 2 °C, 30 — 70 % de humedad relativa, y un fotoperiodo de 10 hs oscuridad y
14 hs luz. Todos los insumos se esterilizaron en autoclave de vapor: lecho de viruta

de madera de alamo de 1 x 1 x 0,5 mm, agua de bebida en mamaderas y alimento
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extrusado rata — raton marca Cooperacion ad libitum. Las cajas se cambiaron una

vez por semana.

FIGURA3 — Rack ventilado

4 4ELEMENTOS DE ENRIQUECIMIENTO

El material empleado para el enriquecimiento que se utilizé consistio en:

o Enriquecimiento ambiental tipo A (juguete): poliedro de madera de tamano

similar a un ratén adulto (3 x 3 x 4 cm).
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o Enriquecimiento ambiental tipo B (refugio): maple de cartén de tipo comercial

(huevera) colocado a modo de refugio con una abertura central.

FIGURA 4 - Caja con enriquecimiento ambiental juguete
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Ambos tipos de materiales (refugio y juguete) fueron esterilizados en autoclave de

vapor a 121°C durante 25 minutos de esterilizado y 40 de secado.

4.5 CAMPO ABIERTO

Este es un tipo de ensayo para evaluar comportamiento en los animales. Es un
campo circular de 70 cm de diametro limitado por un borde vertical de metal de 25
cm de altura. Esta estructura se apoya sobre un piso de formica blanca con un

centro marcado en negro para contraste de las cepas usadas.

FIGURAG - Campo abierto

Procedimiento:

Cada ratén se transfirid al centro del CA y se comenzé la observacion. La

duracion del tiempo del ensayo se determind en base a un estudio piloto de
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comportamientos y los tiempos en que los ejecutaban. Entre cada ensayo el piso se
limpié con papel tissue y alcohol para eliminar olores preexistentes. El ensayo fue
grabado con camara de video y se analizé latencia, duracién y frecuencia de ingreso
a las distintas zonas definidas - central (diametro de 20 cm) y periférica (resto del

area junto con los bordes).

En todos los animales sometidos a este ensayo se evaluaron mediante un
etograma, las siguientes pautas observadas: acicalamiento, desplazamiento vy

exploracion (distintos comportamientos).

Para poner a punto el ensayo, evaluar tiempos de ejecucion del procedimiento y
observar pautas conductuales se realizaron un total de siete ensayos preliminares
con cada cepa BALB/c y Swiss siguiendo el procedimiento anteriormente
mencionado. De acuerdo a los resultados obtenidos se resolvi6 realizar el ensayo de
campo abierto en fase diurna y durante 10 minutos de exposicion dado que los
animales desarrollan un repertorio diverso de pautas comportamentales,

cuantificandose los datos solamente por ocurrencia de episodios.

Alas 7 semanas de edad se aparearon cada cepa en forma poligamica (1 macho
y 2 hembras) los tres grupos experimentales (grupo refugio, grupo juguete y grupo
control), formados por 12 animales cada uno. En el momento del apareo, se

procedié a enriquecer su ambiente segun el siguiente detalle:

Grupo desafio 1: con enriquecimiento ambiental tipo A (juguete): rectangulo de

madera de tamano similar a un ratén adulto.
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Grupo desafio 2: con enriquecimiento ambiental tipo B (refugio): maple de carton

(huevera) colocado a modo de refugio con una abertura central.

Grupo control 3: sin enriquecimiento ambiental (condiciones de alojamiento

estandar).

FIGURA 7 — caja control sin enriquecimiento

Entre las 9 y 10 semanas de edad se colocé el total de animales de cada grupo
en un ensayo de campo abierto para observacion del etograma y posteriormente se
recogid una muestra de sangre de cada ratébn y de cada grupo para evaluar
metabolitos de estrés. Dicha muestra se obtuvo por puncidon de la vena maxilar,
procedimiento aceptado, de minima invasibn y que aprovecha la minima
manipulacion del animal antes de colocarlo en su jaula nuevamente, la cual se

procesod y congeld hasta su analisis por Elisa.
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La filial F1 obtenida de los animales de cada uno de los grupos y de ambas
lineas, se mantuvo en las mismas condiciones que sus progenitores, es decir con el
mismo enriquecimiento hasta las 8 semanas de edad. Alcanzada esta edad
reproductiva se cruzé esta F1 entre si y entre las 9 y 10 semanas se coloco
nuevamente el total de animales de cada grupo al ensayo de CA repitiéndose el

procedimiento.

Para la realizacion del etograma, se confeccioné una planilla para evaluar el
comportamiento de los animales durante su accion en el campo abierto (CA),

mediante la ocurrencia de pauta comportamental.

TABLA 4- Etograma

GRUPO 1: juguete| GRUPO 2 : refugio |GRUPO 3: control
CONDUCTAS CAJA N°: CAJA N°: CAJA N°:

3 |9 S () ¢ AN (< S kA

ACICALAMIENTO

DESPLAZAMIENTO

DESPLAZAMIENTO
BORDE.......... 0-0

DESPLAZAMIENTO
CENTRO

ORINA

DEFECA

EXPLORACION
OLFATEO

EXPLORACION SOBRE
MIEMBROS POST.

FREEZING
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4.6 DESCRIPCION DE LAS PAUTAS COMPORTAMENTALES EN EL CAMPO

ABIERTO

e Acicalamiento: en general sentado, el raton lame su pelaje, se frota con sus

patas anteriores 0 se rasca con cualquier miembro. Frecuentemente el ratdn

mezcla todas estas formas de acicalarse. El acicalamiento puede ser:

a- Acicalamiento eliptico: movimientos asimétricos elipticos de las patas

delanteras sobre la nariz y la boca.

b- Frotamiento unilateral: frota alternadamente con sus miembros anteriores

las vibrisas y el ojo.

c- Frotamiento bilateral: brazadas largas, simétricas y bilaterales de sus

miembros anteriores que comienzan detras de las orejas y pasan sobre toda

la cara.

d- Lamido del cuerpo: lamerse todo el cuerpo, en general empieza en el

rostro, cuello y sigue hasta la cola.

e Orinar: el animal recorre por el centro o borde del CA, detiene su marcha y realiza
miccion. También puede darse cuando recién se coloca el animal en el centro del

CAy antes de emprender su recorrido.

e Defecar: el animal recorre por el centro o el borde del CA, detiene su marcha,
arquea levemente la base de la cola hacia arriba y realiza deposicion. También
puede darse cuando recién se coloca el animal en el centro del CA y antes de

emprender su recorrido.



113

e Freezing: cese total de movimientos de manera abrupta.

e Desplazamiento por borde: el animal recorre todo el perimetro del CA.

Generalmente ese recorrido se divide en:

V-V: vaivén. El animal realiza este movimiento de ir hacia un lado y volver en
sentido opuesto. Pudiendo registrarse movimientos de vaivén largos (casi

media circunferencia del CA) o mas cortos.

0O-0: vuelta completa.

e Desplazamiento por el centro: el animal recorre olfateando activamente cruzando

por el centro hasta llegar al extremo opuesto.

e Exploracién con olfateo: el animal olfatea activamente el ambiente. Se da en 2

circunstancias:

Observa estirado detenido: El raton lleva sus miembros anteriores hacia

adelanteen contacto con el sustrato y levanta la cabeza hacia arriba y
adelante para dirigir sus ojos, orejas y vibrisas hacia adelante. Puede ocurrir
cuando se coloca el animal en el centro del CA y antes de iniciar su
desplazamiento hacia el borde. También se observa cuando recorre el borde y
se detiene tomando esta postura dirigiendo su atencion hacia el centro del

CA.

Olfateo exploratorio en movimiento: el animal recorre e investiga olfateando
activamente por diferentes lugares del CA, con detenciones esporadicas en

lugares donde defecd u orind.
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e Exploracidén sobre miembros posteriores: El ratdn pone su peso sobre su tren

posterior, eleva sus miembros delanteros del suelo y extiende su cabeza hacia
arriba. Puede utilizar la pared como punto de apoyo de sus miembros anteriores

O no.

e Recuperacién de crias: El raton recupera y reune a todas sus crias en un mismo

lugar de la caja.

4.7 COMPORTAMIENTO DE MADRES CON ENRIQUECIMIENTO Y SUS CRIAS:

Para analizar y comparar las conductas de las madres para con sus crias
provenientes de grupos enriquecidos y las de los grupos control, se realiz6 un
etograma de la generaciéon F1, tanto para ratones BALB/c como para Swiss, donde
se registraron mediante observacion directa de cada caja de alojamiento, las

siguientes pautas comportamentales:

TABLA 5-Etograma — madres con crias

GRUPO 1: juguete | GRUPO 2 : refugio| GRUPO 3: control
CONDUCTAS CAJA N°: CAJA N°: CAJA N°:

SHR LA KA (< N L2 KA (s M kA

ACICALAMIENTO

RECUPERACION DE CRIAS

Este procedimiento se realiz6 luego de efectuado el cambio de caja y de un total de
12 cajas, 6 para los ratones BALB/c y 6 para los Swiss (2 cajas control, 2 refugio y 2
juguete, para cada uno de los grupos respectivamente). Se registré en cada uno de

los casos, frecuencias de acicalamiento y recuperacion de crias.
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4.8 EXTRACCION DE SANGRE

Entre las 9 y 10 semanas de edad se tomo, del total de animales de cada grupo
sometidos al ensayo de campo abierto, una muestra de sangre para evaluar
metabolitos de estrés. Dicha muestra se obtuvo por puncidon de la vena maxilar,
procedimiento aceptado, de minima invasion (Morton D. y col. 1993) y que
aprovecha la minima manipulacién del animal antes de colocarlo en su jaula

nuevamente, la cual se proceso y frezd hasta su analisis por Elisa.

4.9 OBTENCION DE SUERO

Luego de obtencion de la muestra de sangre de cada ratdn, se coloco en tubos del
tipo Eppendorf de 200 ul. Se dejo reposar hasta que coagulara la sangre obtenida, y
posteriormente se centrifugd en un equipo marca KUBOTA 1300 a 8000 RPM y 4°C
durante 1 minuto para separar el suero. Se rotulo cada tubo y se guardo en freezer a

— 15 °C hasta su procesamiento.

4.10 TECNICA DE TITULACION DE HORMONA

Para la medicion de los niveles séricos de Corticosterona se utilizé un kit comercial
(AbCam), que consiste en un ELISA competitivo. Se lo empled siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ensayo consiste en mezclar 25 pl de las muestras de
suero diluidas o de los estandares de corticosterona (289, 72, 18, 4.5, 0.8, 0 nmol/l)
con 25 pul del conjugado (corticosterona biotinilada) en los pocillos sensibilizados con
anticuerpos anti-corticosterona. La placa se incubd durante 2 horas a temperatura
ambiente y luego de los lavados correspondientes se agregd 50 ul de streptavidina

conjugada a peroxidasa (HRP) y se incubd por 30 minutos. Luego de los lavados, se
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agrego 50 pl del sustrato/cromogeno (TMB), y se detuvo la reaccion mediante el
agregado de acido sulfurico 2N. Se ley6 la densidad optica (DO) a 450 nm en lector
de microplacas de ELISA (Sirio SAECS, Radim Company, Italia). A partir de los
valores de DO de los estandares, se construyd una curva de calibracion DO 450 nm
vs concentracion de corticosterona (nmol/l), que permitié calcular la concentracion de
corticosterona en las muestras problema mediante la aplicacion de la funcidn

matematica logit (p).

4.11ANALISIS ESTADISTICO

Ho ACEPTADA: los ratones con enriquecimientos ambientales tiene una variabilidad

(varianza) menor o igual a los ratones control.

Ho RECHAZADA: los ratones con enriquecimiento ambiental tienen una variabilidad

(varianza) mayor a la de los ratones control.

Se realizara un analisis separado por cada cepa/linea de ratones.

Analisis de la varianza:

Se realiza el andlisis de la varianza (ANOVA)mediante el programa Statgraphics
Centurion XVI para cada grupo experimental, entre animales controles y con
enriquecimientos, para cada generacion FO y F1 y para cada una de las pautas

comportamentales y los datos de corticosterona.

En los casos en que la distribucion de los datos no se comporté de manera normal

se procedi6 a realizar el analisis de Kruskal-Wallis.
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Con el fin de analizar la amplitud de las variaciones observadas en las diferentes

conductas estudiadas se estim6 F (Fisher) como cociente entre la varianza mayor y

menor observadas en la poblacidn.

P <0,05

F= o’mayor / ?menor




118

5. RESULTADOS:

Para el primer objetivo de este estudio que fue analizar la variabilidad de
parametros comportamentales que resultaron de criar y mantener una cepa y un
stock de ratones de experimentacion (BALB/c y Swiss) con y sin enriquecimiento
ambiental, en una primer instancia se sometido a la cepa de ratones BALB/c, que
nunca habia convivido con enriquecimiento ambiental, al desafio de 2 tipos de
enriquecimiento: refugio y juguete, y se los comparé con un grupo control
(generaciéon FO). Luego de evaluar su comportamiento y sus parametros fisiolégicos
en el campo abierto (CA), a cada grupo se los apared para que se reproduzcan y
esta descendencia (generacion F1) se volvié a aparear con el mismo tipo de
enriquecimiento de los padres, conformando los otros 3 grupos (control, refugio y

juguete) de la F1 (fig.47).

FIGURA 8 — grupos experimentales BALB/c FO y F1

/%39

control refugio juguete

%@ %@ GENERACION F1

control refugio juguete

GENERACION FO
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51 RESULTADOS DE LAS PAUTAS COMPORTAMENTALES -CEPA BALB/c

El conjunto de conductas seleccionadas para el estudio en el campo abierto de la
cepa BALB/c, se dividi6é en conductas activas y pasivas, siendo las primeras aquellas

en las que interviene la locomocidn y las pasivas en las cuales no interviene.

Las conductas pasivas que se estudiaron fueron: acicalamiento, freezing, defecar y
orinar; y las activas: exploracion y olfateo, exploracion sobre los dos miembros
posteriores, desplazamiento atravesando el <centro del campo abierto,
desplazamiento por el borde del campo abierto en vaivén y por el borde del campo

abierto completando el recorrido en un circulo completo.

Referencias: NS: no significativo — SIG: significativo

TABLA 6 - Conducta acicalamiento, Cepa BALB/c, resumen estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO

Acicalamiento

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

Promedio 1,666 1,25 2,666
DS 1,073 0,754 1,303
Varianza 1,151 0,568 1,697

ratones BALB/c - F1
Acicalamiento

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

promedio 1,833 1,583 1,333
DS 1,029 0,792 0,651
Varianza 1,06 0,628 0,424

TABLA 7 - Conducta acicalamiento, Cepa BALB/c, comparacion entre grupos

ACICALAMIENTO
Cepa Control_ vs Control vs Refugiovs
Refugio Juguete Juguete
BALB/c FO NS NS SIG
BALB/c F1 NS NS NS
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Para la conducta de acicalamiento solo hubo diferencias significativas entre los
enriquecimientos refugio y juguete en el caso de la cepa BALB/c en la FO. Siendo
mas alta la varianza en el grupo juguete.

BALB/c FO: Aqui el valor F= 2,68 para un probabilidad de p<0.05 y el valor obtenido
de la razon de o®= 2,9869 por lo que se rechazaria la Ho, hay diferencias significati-

vas entre los diferentes enriquecimientos.

FIGURA 9- ANOVA Simple - acicalamiento - cepa BALB/c FO

tratamient
H
o

FIGURA 10 - ANOVA Simple - acicalamiento - cepa BALB/c F1
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TABLA 8 - Conducta orinar, Cepa BALB/c, resumen estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

Orinar
promedio 0,583 0,583 0,5
DS 0,668 0,515 0,522
Varianza 0,447 0,265 0,273
ratones BALB/c - F1 . .
Orinar grupo control grupo refugio grupo juguete
promedio 0,75 0,416 0,583
DS 0,452 0,515 0,515
Varianza 0,204 0,265 0,265

TABLAS9 - Conducta orinar, Cepa BALB/c, comparacion entre grupos

ORINAR
C Control vs Control vs Refugio vs
epa .
refugio Juguete Juguete
BALB/c FO NS NS NS
BALB/c F1 NS NS NS

Para la conducta orinar no hubo diferencias significativas entre ambos tipos de

enriquecimiento.

FIGURA 11—Kruskal — Wallis — orinar - cepa BALB/c FO
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FIGURA 12 -Kruskal — Wallis — orinar - cepa BALB/c F1
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TABLA 10 - Conducta defecar, Cepa BALB/c, resumen estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO

Defecar grupo control grupo refugio grupo juguete
promedio 7,25 7,666 5,666

DS 1,215 1,923 1,775
Varianza 1,477 3,697 3,151

ratones BALB/c - F1 . .

Defecar grupo control grupo refugio grupo juguete
promedio 8,583 7,833 7,5

DS 3,502 2,657 2,022
Varianza 12,265 7,06 4,0909

TABLA 11 - Conducta defecar, Cepa BALB/c, comparacion entre grupos

DEFECAR
Control vs Control vs Refugio vs
Cepa .
refugio Juguete Juguete
BALB/c FO NS NS NS
BALB/c F1 NS SIG NS

122

Para la conducta defecar solo hubo diferencias significativas entre el grupo control

(mayor varianza) y el de enriquecimiento juguete para la cepa BALB/c en la F1.
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BALB/c F1: Aqui el valor F= 2,68 para la probabilidad p<0.05, y el valor obtenido de
la razon de ¢?=2,9981, por lo que se rechazaria la Ho, hay diferencias significativas

entre el grupo con enriquecimiento juguete y el grupo control.

FIGURA 13 - ANOVA Simple — defecar - cepa BALB/c FO

FIGURA 14 - ANOVA Simple — defecar - cepa BALB/c F1
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TABLA 12 - Conducta freezing, Cepa BALB/c, resumen estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

Freezing
promedio 3,083 6,5 5,083

DS 2,745 3,118 3,872
Varianza 7,537 9,732 14,992

ratomi:sr:;::.nillc -F1 grupo control grupo refugio grupo juguete

promedio 1,583 55 3,916

DS 2,274 3 3,342
Varianza 5,174 9 11,174




TABLA 13 - Conducta freezing, Cepa BALB/c, comparacién entre grupos

FREEZING
Control vs Control vs Refugio vs
Cepa . .
refugio juguete Juguete
BALB/c FO NS NS NS
BALB/c F1 NS NS NS

Para la conducta freezing no hubo diferencias significativas entre grupos ni entre

generaciones.

FIGURA 15 - ANOVA Simple — Freezing - cepa BALB/cFO0
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FIGURA16 - Kruskal — Wallis — Freezing - cepa BALB/c F1
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TABLA 14 - Conducta Desplazamiento

estadistico de grupo

S

ratones BALB/c - FO

Desplaz por borde grupo control grupo refugio grupo juguete
A"
promedio 6,167 3,083 3,916
DS 3,762 2,678 3,423
Varianza 14,151 7,174 11,719

ratones BALB/c - F1
Desplaz por borde

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

\'A'/
promedio 3 2,916 3,916
DS 1,705 1,164 2,678
Varianza 2,909 1,356 7,174
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por el borde (VV), Cepa BALB/c, resumen

TABLA 15 - Conducta Desplazamiento por el borde (VV), Cepa BALB/c, comparacién

entre grupos

DESPLAZAMIENTO POR EL BORDE (VV)

c Control vs Control vs Refugio vs
epa . .

refugio juguete Juguete
BALB/c F0 NS NS NS
BALB/c F1 NS NS SIG

Para la conducta desplazamiento por el borde (vaivén) hubo diferencias significativas

entre los grupos con enriquecimiento refugio y juguete para la cepa BALB/c en la F1.

La varianza fue mayor en el grupo juguete. El valor F= 2,68 para p<0.05 y la razon

de o%= 5,2907; se rechazaria la Ho, hay diferencias significativas entre los grupos

con enriquecimientos.
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FIGURA17 - ANOVA Simple — desplazamiento por el borde (vaivén) - cepa BALB/c

FO
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TABLA 16 - Conducta Desplazamiento por el borde (OO), Cepa BALB/c, resumen

estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO
Desplaz por borde

grupo control grupo refugio grupo juguete
00
promedio 0,416 0,083 0,75
DS 0,668 0,288 1,422
Varianza 0,447 0,083 2,016

ratones BALB/c - F1
Desplaz por borde

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

00
promedio 2,25 0,25 0,833
DS 1,544 0,621 1,337
Varianza 2,386 0,386 1,787
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TABLA 17 - Conducta Desplazamiento por el borde (OO), Cepa BALBI/c,
comparacion entre grupos

DESPLAZAMIENTO POR EL BORDE (00):
c Control vs Control vs Refugio vs
epa . -
refugio juguete Juguete
BALB/c FO SIG SIG SIG
BALB/c F1 SIG NS SIG

Para la conducta desplazamiento por el borde (en circulo completo) hubo diferencias
significativas entre los grupos con enriquecimiento y el grupo control. Este ultimo
presentdé una varianza mayor que el grupo refugio pero menor que el grupo juguete,
y entre enriquecimientos, el grupo juguete tuvo mayor varianza que el grupo refugio
para la cepa BALB/c en la FO. Para la F1 de la misma cepa hubo diferencias
significativas entre grupo control (mayor varianza) y el de enriquecimiento refugio; y
también cuando se comparan entre si grupos con enriquecimientos. Entre estos
ultimos el grupo juguete tuvo mayor varianza que refugio.

BALB/c FO: Aqui el valor F= 2,68 para p<0.05 y la razén de o*= 5,36, por lo tanto se
rechazaria la Ho, hay diferencia significativa entre los grupos conenriquecimientos y
el grupo control.

BALB/c F1: En este caso F= 2,68 para p<0.05 y la razén de o*= 6,1773, por lo que
se rechazaria la Ho, hay diferencias significativas entre el grupo control y el grupo

refugio.
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FIGURA19 - Kruskal — Wallis — desplazamiento por el borde (circulos completos) -
cepa BALB/c FO
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FIGURA20 - Kruskal — Wallis — desplazamiento por el borde (circulos completos) -
cepa BALB/c F1
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TABLA 18 - Conducta Exploraciéon Olfateo, Cepa BALB/c, resumen estadistico de

grupos

ratones BALB/c - FO
Exploracion olfateo

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

promedio 8,583 6,666 7
DS 0,996 2,146 1,954
Varianza 0,992 4,606 3,818

ratones BALB/c - F1
Exploracion olfateo

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

promedio 6,5 6,083 5,833
DS 1,314 1,676 2,081
Varianza 1,727 2,81 4,333




TABLA 19 - Conducta Exploracion Olfateo, Cepa BALB/c, comparacion entre grupos

EXPLORACION OLFATEO
Cepa Contro! Vs Ct_)ntrol Vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
BALB/c F0 SIG SIG NS
BALB/c F1 NS NS NS

Para la conducta exploracion olfateo hubo diferencias significativas entre los grupos
con enriquecimiento (mayor varianza) y el grupo control para la cepa BALB/c en la
FO.

BALB/c FO: El valor de F= 2,68 para p < 0.05 y la razén de o2 = 4,6.4, hay diferencia
significativa entre g. control y refugio, se rechazaria la Ho.

El valor F= 2,68 para p <0,05, y la razén de o 3,85. Hay diferencia significativa

entre grupo control y juguete.

FIGURA21 - ANOVA Simple — Explora - olfatea - cepa BALB/c FO

tratamie
.
l
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TABLA 20 - Conducta Exploraciéon sobre sus miembros posteriores, Cepa BALB/c,

resumen estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO
Exploracion grupo control grupo refugio grupo juguete
s/miembros inf.
promedio 1 0,25 1,916
DS 1,279 0,452 0,996
Varianza 1,636 0,204 0,992
ratones BALB/c - F1
Exploracion grupo control grupo refugio grupo juguete
s/miembros inf
promedio 3,166 0,916 1,416
DS 2,329 0,9 1,729
Varianza 5,424 0,81 2,992

TABLA 21 - Conducta Exploracion sobre sus miembros posteriores, Cepa BALB/c,

comparacion entre grupos

EXPLORACIONS/MIEMBROS POSTERIORES
c Control vs Control vs Refugio vs
epa . -
refugio juguete Juguete
BALB/c FO SIG NS SIG
BALB/c F1 SIG NS SIG

Para la conducta exploracion sobre sus miembros posteriores hubo diferencias
significativas entre el grupo con enriquecimiento refugio y el grupo control (mayor
varianza), y entre grupos con enriquecimientos (juguete con valor mayor de
varianza) para la cepa BALB/c en la FO. Esto mismo se repitié para la misma cepa
pero en la F1.BALB/c FO: El valor de F= 2,68 para p<0.05 y la razén de o?=8,0014,
se rechazaria la Ho, hay diferencias significativas entre los diferentes

enriquecimientos y su grupo control.
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BALB/c F1: Aqui F= 2,68 para p<0.05, y la razon de ¢°=6,6915; se rechazaria la Ho,

hay diferencias significativas entre el grupo control y refugio.

FIGURA 23 - Kruskal — Wallis — Exploracion sobre sus miembros posteriores - cepa
BALB/c FO

Gréfico Cajay Bigotes

FIGURA 24 - Kruskal — Wallis — Exploracion sobre sus miembros posteriores - cepa
BALB/c F1

Grafico Cajay Bigotes
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TABLA 22 - Conducta Desplazamiento por el centro, Cepa BALB/c, resumen

estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO

Desplazamiento por

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

el centro

promedio 0,416 0,333 0,75
DS 1,443 1,154 1,764

Varianza 2,083 1,333 3,113

ratones BALB/c - F1
Desplazamiento por

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

el centro

promedio 1,75 0 0,416
DS 2,701 0 1,164

Varianza 7,295 0 1,356




TABLA 23 - Conducta Desplazamiento por el centro, Cepa BALB/c, comparacion

entre grupos

DESPLAZAMIENTO POR EL CENTRO

c Control vs Control vs Refugio vs
epa . .

refugio juguete Juguete
BALB/c FO NS NS NS
BALB/c F1 NS SIG NS

Para la conducta desplazamiento por el centro hubo diferencias significativas entre el
grupo con enriquecimiento juguete y el grupo control (con mayor varianza en este),
para la cepa BALB/c en la F1.

BALB/c F1: Aqui F= 2,68 para p<0.05, y la razén de o*= 5,38, por lo tanto se recha-

zaria la Ho, hay diferencias significativas entre grupo control y juguete.

FIGURA 25 - Kruskal — Wallis — Desplazamiento por el centro - cepa BALB/c FO
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FIGURA 26 - Kruskal — Wallis — Desplazamiento por el centro - cepa BALB/c F1
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Agrupacion de relaciones de varianzas entre grupos

TABLA 24 - Relaciones de varianza, Cepa BALB/c, comparacién entre grupos control
y juguete

niveles significativos: REL VARIANZAS CONTROL vs JUGUETE

CONDUCTAS Control Cepa Juguete
DESPLAZAM. BORDE OO BALB/c FO **
DEFECAR b BALB/c F1
EXPLORAR OLFATEO BALB/c FO **
DESPLAZAM. CENTRO o BALB/c F1

Al agrupar las relaciones de varianzas entre grupos control versus g. juguete se
observa la varianza fue mayor (**) en los grupos control para las conductas descritas
en el grafico anterior para la cepa, en la generacion F1y para los BALB/c FO fue
mayor para el grupo con enriquecimiento juguete en las conductas de
desplazamiento por los bordes en circulos completos y explorar olfateo.

TABLA 25 - Relaciones de varianza, Cepa BALB/c, comparacién entre grupos control
y refugio

niveles significativos: REL VARIANZAS CONTROL vs REFUGIO

CONDUCTAS control cepa refugio
o BALB/c FO

DESPLAZ BORDE OO — BALB/C F1

EXPLORAR OLFATEO BALB/c FO **

EXPLORA S/MIEMBROS o BALB/c FO

POSTERIORES o BALB/c F1

Al agrupar las relaciones de varianzas entre los grupos control versus grupos refugio
se observa la varianza fue mayor (**) en los grupos control para las conductas
descritas en el grafico anterior y en ambas generaciones excepto para los BALB/c FO

en la conducta explorar olfateo.
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TABLA 26 - Relaciones de varianza, Cepa BALB/c, comparacion entre grupos refugio

y juguete.

Niveles significativos: REL VARIANZAS REFUGIO vs JUGUETE

CONDUCTAS Refugio cepa juguete
ACICALAMIENTO BALB/c FO *
DESPLAZ BORDE VV BALB/c F1 *
BALB/C FO **
DESPLAZ BORDE OO SALB/C F1 —
EXPLORA S/MIEMBROS BALB/C FO *
POSTERIORES BALB/C F1 o

Al agrupar las relaciones de varianzas entre los grupos con enriquecimiento refugio
versus juguete se observa que la varianza fue mayor (**) para el de enriquecimiento

juguete en las conductas descritas en el grafico anterior y en ambas generaciones.

5.2 RESULTADOS DE LAS PAUTAS COMPORTAMENTALES - STOCK Swiss: El
mismo esquema planteado para la cepa BALB/c se repitid con el stock de ratones
Swiss, donde también el objetivo fue analizar la variabilidad de parametros
comportamentales vy fisiologicos que resultd de criar y mantener este stock con y sin
enriquecimiento ambiental. Se sometié a estos ratones que nunca habian recibido
enriquecimiento ambiental, al desafio de 2 tipos de enriquecimiento: refugio y
juguete y se los comparo con un grupo control (generacién FO). A cada grupo se los
apareo para que se reproduzcan y se volvio a criar a esta descendencia (generacion
F1) con el mismo tipo de enriquecimiento de los padres, conformando los 3 grupos

(control, refugio y juguete) respectivamente (fig.48).
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FIGURA 27— grupos experimentales Swiss FO y F1

control refugio juguete
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control refugio juguete

GENERACION FO

GENERACION F1

Para el stock de ratones Swiss también al conjunto de conductas seleccionadas para
su estudio en el campo abierto se las dividié en activas y pasivas teniendo en cuenta

las mismas consideraciones que para la cepa BALB/c.

Las conductas pasivas que se estudiaron fueron: acicalamiento, freezing, defecar y

orinar.

Las conductas activas: exploracion y olfateo, exploracion sobre los dos miembros
posteriores, desplazamiento atravesando por el centro del campo abierto,
desplazamiento por el borde del campo abierto en vaivén y desplazamiento por el

borde del campo abierto completando el recorrido en un circulo completo.

Referencias: NS: no significativo — SIG: significativo
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TABLA 27 - Conducta Acicalamiento, Stock Swiss, resumen estadisticos entre

grupos

ratones Swiss - FO Acicalamiento

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

Promedio 1,833 1,583 1,333
DS 1,029 0,792 0,651
Varianza 1,06 0,628 0,424

ratones Swiss - F1 Acicalamiento

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

Promedio 2,16 1,91 2,08
DS 1,114 1,311 0,996
Varianza 1,242 1,719 0,992

TABLA 28 - Conducta Acicalamiento, Stock Swiss, comparacién entre grupos

ACICALAMIENTO
STOCK Contro! Vs C_ontrol Vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
Swiss F0 NS NS NS
Swiss F1 NS NS NS

Para la conducta acicalamiento no hubo diferencias significativas entre grupos

controles y con enriquecimientos.

FIGURA 28 - ANOVA Simple — acicalamiento - StockSwiss FO

B tratamiento

Grafico Cajay Bigotes
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FIGURA 29 - ANOVA Simple — acicalamiento - Stock Swiss F1
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TABLA 29 - Conducta Orinar, Stock Swiss, resumen estadistico entre grupos

ratone(s)r?r\:\;ifs -FO grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 0 0,0833 0,333
DS 0 0,288 0,492
Varianza 0 0,083 0,242
ratonegr?r:\;lfs -F1 grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 0,25 0,25 0,83
DS 0,452 0,452 0,577
Varianza 0,204 0,204 0,333
TABLA 30 - Conducta Orinar, Stock Swiss, comparacion entre grupos
ORINAR
STOCK Control vs Control vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
Swiss FO NS NS SIG
Swiss F1 NS NS NS

Para la conducta orinar solo hubo diferencias significativas entre ambos grupos con
enriquecimiento, donde el grupo juguete tuvo mayor varianza que refugio para el
stock Swiss en la FO.

Swiss F=: Aqui F= 2,68 para p<0.05, y la razén de ¢*=2,9204; se rechazaria la Ho,

hay diferencias significativas entre enriquecimientos.



FIGURA 30 - Kruskal — Wallis — orinar - Stock Swiss FO
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TABLA 31 - Conducta Defecar,StockSwiss, resumen estadistico entre grupos

ratongizvz;is -FO grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 4.91 6,25 5.66
DS 3,287 3,441 2,229
Varianza 10,81 11,84 4,969
ratoneDsefSev:;? -F1 grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 6,08 5,91 7,83
DS 3,26 2,391 2,367
Varianza 10,628 5,719 5,606

TABLA 32 - Conducta Defecar,StockSwiss, comparacion entre grupos

DEFECAR
STOCK Contro! Vs C_ontrol vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
Swiss F0 NS NS NS
Swiss F1 NS NS NS
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Para la conducta defecar no hubo diferencias significativas entre grupos controles y

con enriquecimientos.

FIGURA 32 - ANOVA Simple — defecar - Stock Swiss FO
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FIGURA33 - ANOVA Simple — defecar - Stock Swiss F1
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TABLA 33 - Conducta Freezing, Stock Swiss, resumen estadistico entre grupos

ratones Swiss - F0

Freezing grupo control | grupo refugio | grupo juguete
promedio 0,166 0,083 0

DS 0,389 0,288 0
Varianza 0,151 0,833 0

ratones Swiss - F1 ] )

Freezing grupo control | grupo refugio | grupo juguete
promedio 0 0 0

DS 0 0 0
Varianza 0 0 0
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TABLA 34 - Conducta Freezing, Stock Swiss, comparacion entre grupos

FREEZING
STOCK Contro! Vs C_ontrol vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
Swiss F0 NS NS NS
Swiss F1 NS NS NS

Para la conducta freezing no hubo diferencias significativas entre ningun grupo ni

generacion.

FIGURA 34 - Kruskal — Wallis — Freezing - Stock Swiss FO y F1

Gréfico Cajay Bigotes
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TABLA 35 - Conducta desplazamiento por los bordes (VV), Stock Swiss, resumen

estadistico entre grupos

ratones Swiss - F0 . .
Desplazamiento por los bordes (VV) grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 3 2,91 3,916
DS 1,705 1,164 2,678
Varianza 2,909 1,356 7,174
ratones Swiss - F1 . .
Desplazamiento por los bordes (VV) grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 12,58 11,16 14,66
DS 3,654 3,485 4,792
Varianza 13,356 12,151 22,969
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TABLA 36 - Conducta desplazamiento por los bordes (VV), Stock Swiss,
comparacion entre grupos
DESPLAZAMIENTO POR EL BORDE (VV)
STOCK Contro! Vs C_ontrol Vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
Swiss F0 NS NS SIG
Swiss F1 NS NS NS

Para la conducta desplazamiento por el borde (vaivén) hubo diferencias significativas

entre los grupos con enriquecimiento refugio y juguete para el stock Swiss en la FO.

La varianza fue mayor en el grupo juguete.F= 2,68 para p<0.05, y 6°=5,2907; se

rechazaria la Ho, hay diferencias significativas entre los grupos con enriquecimiento.

FIGURA 35 - ANOVA Simple,Desplazamiento por el borde (vaivén), StockSwiss FO
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TABLA 37 - Conducta Desplazamiento por el borde (OO),StockSwiss, resumen

estadistico entre grupos

Desplazarn?:::fospsov:'nlsoss-bI:)?'des (00) grupo control | grupo refugio | grupo juguete

Promedio 2,25 0,25 0,833

DS 1,544 0,621 1,337

Varianza 2,386 0,386 1,787

ratones Swiss - F1 . .

Desplazamiento por los bordes (O0) grupo control | grupo refugio | grupo juguete

Promedio 8,41 9 6,83

DS 5,071 4,861 2,979

Varianza 25,719 23,636 8,878

TABLA 38 - Conducta Desplazamiento por el borde (OO),StockSwiss, comparacién

entre grupos

DESPLAZAMIENTO POR EL BORDE (OO)
Control vs Control vs Refugio vs
STOCK refugio juguete Juguete
Swiss F0 SIG NS SIG
Swiss F1 NS NS NS

Para la conducta desplazamiento por el borde (en circulo completo) hubo diferencias
significativas entre los grupos con enriquecimientos y el grupo control. Control
presentd una varianza mayor que refugio, y entre enriquecimientos, juguete tuvo
mayor varianza que refugio para elstockSwiss FO. Para la F1 de la misma linea no
hubo diferencias significativas.

Swiss F0: F= 2,68 para p<0.05, yo®=6,1773; se rechazaria la Ho, hay diferencias

significativas entre el grupo control y refugio.
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FIGURA 37 - Kruskal — Wallis — Desplazamiento por el borde (circulos completos) -
Stock Swiss FO

Grafico Cajay Bigotes

B tratamients
+
=]
o

B.desplaz borde 00

FIGURA38 - ANOVA Simple — Desplazamiento por el borde (circulos completos) -
Stock Swiss F1
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TABLA 39 - Conducta Exploracién olfateo,StockSwiss, resumen estadistico entre

grupos

ratones Swiss - FO

Exploracién Olfateo grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 16,91 18,33 16,83
DS 6,345 2,964 4,018
Varianza 40,265 8,787 16,151
ratones Swiss - F1 grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Exploracion Olfateo
Promedio 15,66 17,33 16,75
DS 3,22 3,25 3,38
Varianza 10,424 10,606 11,477




TABLA 40 - Conducta Exploracion olfateo,StockSwiss, comparacion entre grupos

EXPLORACION OLFATEO
Control vs Control vs Refugio vs
STOCK refugio juguete Juguete
Swiss F0 SIG NS NS
Swiss F1 NS NS NS

Para la FO de la cepa SWISS hubo diferencias significativas entre el grupo control
(varianza mas alta) y el de enriquecimiento refugio solamente.Swiss FO: F=2.68 para

p<0.05 y o= 4.5818, hay diferencia significativa entre el grupo control y refugio.

FIGURA 39 - ANOVA Simple — Explora - olfatea - Stock Swiss FO
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FIGURA 40 - ANOVA Simple — Explora - olfatea - Stock Swiss F1
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TABLA 41 - Conducta Exploracién
resumen estadistico entre grupos
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sobre sus miembros posteriores, Stock Swiss,

ratones Swiss - F0 . .
Exploracién s/miembr. post grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 16,25 21,083 23,666
DS 8,781 9,2191 9,604
Varianza 77,113 84,992 92,242
ratones Swiss - F1 . .
Exploracién s/miembr. post grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 35,66 31,33 35,41
DS 13,786 12,456 14,45
Varianza 190,05 155,15 208,81

TABLA 42 - Conducta Exploracion sobre sus miembros posteriores, Stock Swiss,

comparaciéon entre grupos

EXPLORACION S/ MIEMBROS POSTERIOR
STOCK Control_ Vs C_ontrol vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
Swiss F0 NS NS NS
Swiss F1 NS NS NS

Para la conducta exploracién en dos patas no hubo diferencias significativas entre

grupos con enriquecimiento y los controles.

FIGURA 41 - ANOVA Simple — Exploracion sobre sus miembros posteriores—
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FIGURA 42 - ANOVA Simple — Exploracion en sobre sus miembros posteriores—

StockSwiss F1
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TABLA 43- Conducta Desplazamiento por el centro, Stock Swiss, resumen
estadistico entre grupos
ratones Swiss - F0 . .
Desplazamiento por el centro grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 1,75 0 0,417
DS 2,701 0 1,164
Varianza 7.295 0 1.356
ratones Swiss - F1 . .
Desplazamiento por el centro grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 16,08 13,75 17,41
DS 9,423 3,91 5,664
Varianza 88,81 15,295 32,083

TABLA 44- Conducta Desplazamiento por el centro, Stock Swiss, comparacion entre

grupos
DESPLAZAMIENTO POR EL CENTRO
STOCK Contro! Vs C_ontrol vs Refugio vs
refugio juguete Juguete
Swiss F0 NS SIG NS
Swiss F1 SIG SIG NS

Para la conducta desplazamiento por el centro hubo diferencias significativas en los

grupo control (de mayor varianza) y el de enriquecimiento juguete en los Swiss FO, y
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para este stock en la F1 hubo diferencias significativas entre grupo control y ambos
grupos con enriquecimiento.

Swiss FO: F= 2,68 para p<0.05, y la razon de 0°=5,38; se rechazaria la Ho, hay dife-
rencias significativas entre grupos control y juguete.

Swiss F1: F= 2,68 para p<0.05, yo?=5,8063;se rechazaria la Ho, hay diferencias sig-

nificativas entre grupos control y refugio.

FIGURA 43 - Kruskal — Wallis — Desplazamiento por el centro -Stock Swiss FO
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FIGURA 44 - ANOVA Simple, Desplazamiento por el centro, StockSwiss F1
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Agrupacion de relaciones de varianzas entre grupos

TABLA 45 - Relaciones de varianza

control y juguete

148

— Stock Swiss — comparacién entre grupos

Niveles significativos: REL VARIANZAS CONTROL vs JUGUETE

CONDUCTA CONTROL STOCK JUEGUETE
* Swiss FO
DESPLAZAM. POR
EL CENTRO o Swiss F1

Al agrupar las relaciones de varianzas entre grupos control versus juguete se

observa que la varianza fue mayor (**) en los grupos control para las conductas

descritas en el grafico anterior para la linea y en ambas generaciones.

TABLA 46 - Relaciones de varianza

control y refugio

— Stock Swiss — comparacidén entre grupos

Niveles significativos: REL VARIANZAS CONTROL vs REFUGIO

CONDUCTA CONTROL STOCK REFUGIO
DESPLAZAM. BORDE OO ** Swiss FO
EXPLORAR OLFATEO ** Swiss FO
DESPLAZAM. CENTRO ** Swiss F1

Al agrupar las relaciones de varianzas entre grupos control versus refugio se

observa la varianza fue mayor (**) en los grupos control para las conductas descritas

en el grafico anterior en ambas generaciones.




TABLA 47 - Relaciones de varianza
refugio y refugio
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—Stock Swiss — comparacion entre grupos

Niveles significativos: REL VARIANZAS REFUGIO vs JUGUETE

CONDUCTA

Refugio STOCK juguete
DESPLAZAM. BORDE VV Swiss FO *
DESPLAZAM. BORDE OO Swiss FO **
ORINAR Swiss FO **
CORTICOSTERONA * Swiss F1

Al agrupar las relaciones de varianzas entre los grupos refugio versus juguete se

observa que la varianza fue mayor (**) para los grupos con enriquecimiento juguete

en las conductas descritas en el grafico anterior en la generacion FO excepto para

los Swiss F1 en donde para la corticosterona el valor de la varianza es mayor para el

grupo con enriquecimiento refugio.
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5.3 RESULTADOS DE LOS VALORES DE CORTICOSTERONA

Para el segundo objetivo de este estudio se analizaron los valores de corticosterona
entre grupos controles y enriquecidos, tanto para los ratones de la cepa BALB/c y el

stock Swiss.

FIGURAA45 - Valores de corticosterona comparacion de ambas generaciones entre

BALB/c y Swiss.
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Valores de corticosterona entre grupos controles y con enriquecimientos para la cepa
BALB/c y el stock Swiss, se analizan para cada uno y ambas generaciones. Las
muestras fueron tomadas luego de haber estado cada uno de los individuos de cada
grupo en el ensayo de campo abierto durante 10 minutos. Datos analizados por

ANOVA de dos vias (p < 0,05).

Del analisis estadistico se observaron diferencias significativas entre la F1 y FO de la

cepa de ratones BALB/c (p< 0,05). Para el stock Swiss se observan diferencias
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significativas entre la FO y F1 entre los grupos con enriquecimientos juguete

(p<0,05).

TABLA 48 - Corticosterona, Cepa BALB/c, resumen estadistico de grupos

ratones BALB/c - FO

> grupo control grupo refugio grupo juguete
Corticosterona
promedio 659,57 588,66 574,28
DS 726,07 245,39 462,08
Varianza 527178 60218,7 213523

ratones BALB/c - F1
Corticosterona

grupo control

grupo refugio

grupo juguete

promedio 120,5 195,66 198,41
DS 307,19 329,86 311,43
Varianza 94365,08 108811,57 96986,77

TABLAA49 - Corticosterona, Cepa BALB/c, comparacion entre grupos

CORTICOSTERONA
Cepa Control vs Control vs Refugio vs
P Refugio juguete Juguete
BALB/c FO NS NS NS
BALB/c F1 NS NS NS

Para la medicién de corticosterona no hubo diferencias significativas entre losgrupos

controles y con enriquecimientos para la cepa BALB/c, tanto en la FO como en la F1.
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TABLA 50 - Corticosterona, Stock Swiss, resumen estadistico entre grupos

ratones Swiss - F0 I fuai .
Corticosterona grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 452,833 953,167 767,667
DS 704,468 507,501 648,371
Varianza 496275,16 257557,26 420384,95
ratones Swiss - F1 . .
Corticosterona grupo control | grupo refugio | grupo juguete
Promedio 605 900 1106
DS 528,803 726,037 388,04
Varianza 279632,6 527129,7 150575
TABLA 51 - Corticosterona, Stock Swiss, comparacién entre grupos
CORTICOSTERONA
STOCK Contro! Vs C.ontrol Vs Rt.afuglo Vs
refugio juguete juguete
Swiss F0 NS NS NS
Swiss F1 NS NS SIG

Para la medicion de corticosterona hubo diferencias significativas el stock

Swiss en la F1 entre grupos con enriquecimiento. F= 2,68 para p<0.05 y ¢*=3,5007;

se rechaza la Ho, hay diferencias significativas entre los grupos con enriquecimiento.
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FIGURA 48 - ANOVA Simple, Corticosterona, Stock Swiss F1
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De la comparacion de corticosteronaentre los grupos control y con
enriquecimiento, para la generacion FO no hubo diferencias significativas en las

varianzas, sin embargo si se observaron diferencias entre grupos enriquecidos en la

generacion F1.
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5.4 RESULTADOS DE LAS CONDUCTAS DE LAS MADRES F1 PARA CON SUS

CRIAS

Para el tercer objetivo de este estudio se analizaron los resultados de la
comparacién de conductas para con sus crias entre madres (F1) provenientes de
grupos enriquecidos y las de los grupos control, tanto para la cepa BALB/c como
para el stock Swiss, los cuales no mostraron diferencias significativas entre ambos
tipos de grupos. El tamano de la muestra para cada caso fue pequefa, por lo que
esta informacidn se presenta en caracter anecdética. Sin embargo se comprob6 que
los cuidados maternos filiales(acicalamiento) fueron mas importantes que en la cepa
BALB/c.Para el caso delos ratones del stock Swiss se observé que comenzaban a
armar un nido a los 15 minutos en promedio luego de proceder al cambio de la caja
mientras que para los BALB/c lo realizaban a los 25 minutos. Tanto para los ratones
BALB/c como para los Swiss de los grupos con enriquecimiento del tipo refugio se
constaté que arman el nido antes que los ratones de los otros grupos (juguete y
control). Las frecuencias de acicalamiento de las madres hacia las crias fueron
mayores en los ratones Swiss que en los BALB/c lo mismo que la recuperacion y

traslado de las mismas a lo que sera en el futuro su lugar de anidacion.
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6 DISCUSION:

Los datos obtenidos a partir de este trabajo aportaron claras evidencias de que no
es posible aplicar diferentes tipos de enriquecimiento ambiental, con el solo objetivo
de mejorar el bienestar animal, sin tener en cuenta los distintos comportamientos

que expresan los animales, en este caso, tanto la cepa BALB/c como el stock Swiss.

Se observo que hubo marcadas diferencias en el comportamiento de los ratones

exo y endocriados del presente estudio.

Se confirmd que brindar un ambiente enriquecido para los ratones de
experimentacion no genera mas variabilidad que uno sin enriquecer, pero enriquecer
el ambiente sin tener en claro el objetivo que se pretende lograr con determinado

enriquecimiento y no medir su relevancia puede ser perjudicial.

Por lo expuesto anteriormente y dado que se trabajé con ratones exogamicos y
endogamicos, he considerado realizar una discusion final independiente para cada

modelo animal:

6.1 RATONES BALBI/c:

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten afirmar que:

De la comparacion dentro de la generacion FO de esta cepa (que nunca recibio
enriquecimiento ambiental previamente) tanto en los controles como en los grupos
enriquecidos no se obtuvieron diferencias significativas para la varianza de las
conductas pasivas. Esto mismo se repite en la generacion de los hijos F1 de la

misma cepa, criados desde el nacimiento con los mismos tipos de enriquecimiento
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segun los padres de los que provenian, excepto para el comportamiento defecar
donde si existieron diferencias significativas y el valor de la varianza fue mayor en
los animales del grupo control. La defecacion es indicador de estrés en los animales
ante una situacion desconocida como el campo abierto y aqui se demuestra la
importancia del enriquecimiento, ya que los animales de estos grupos se
comportaron de manera mas natural ante esa situacion nueva comparada con los

animales del grupo control.

Dentro de las conductas activas, la conducta de desplazamiento por los bordes
del campo abierto en vaivén, tanto en la generaciéon FO como en laF1 de esta cepa
no se evidencidé ninguna diferencia significativa delas varianzas entre los grupos
control y los enriquecidos con refugio y juguete. Por lo tanto, esta observacién apoya
la hipétesis de que el enriquecimiento ambiental no genera mas variabilidad en
comparacién con la de los grupos control en los cuales el enriquecimiento estuvo

ausente.

Para el comportamiento de desplazamiento por los bordes del campo abierto
recorriendo circulos completos hubo diferencias significativas entre las varianzas de
los grupos control y refugio tanto en las generaciones FO y F1, siendo en ambos
casos mayor la varianza en los del grupo control. Por lo tanto, esta observacién
también apoya la hipdtesis de que el enriquecimiento ambiental genera menos
variabilidad en los grupos enriquecidos. Para este mismo comportamiento hubo
diferencias significativas entre los grupos control y juguete solo en la generacion FO,
mientras que en la generacion F1 la diferencia entre ambos no fue significativa. Se

observé que los individuos del grupo control se comportaban mas activamente a
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diferencia de los del grupo juguete cuyos movimientos fueron mas escasos
sugiriendo que los animales con este enriquecimiento no manifestaron tanta

ansiedad debido a la nueva situacion.

Para el comportamiento de exploracion olfateo en el campo abierto hubo
diferencias significativas entre las varianzas de los grupos control y en ambos grupos
de enriquecimiento en la generacion FO, siendo en los dos casos mayor en los
grupos enriquecidos que en el control. En este ultimo se evidenci® menor
predisposicion para realizar esta conducta que en los individuos con
enriquecimiento. Sin embargo, en la generaciéon F1 no se observaron diferencias
significativas entre los ratones control y los de los grupos con enriquecimiento. Los
enriquecidos se mostraron mas desinhibidos para explorar el nuevo ambiente

respecto de los ratones control.

Para la conducta de exploracion sobre sus miembros posteriores hubo diferencias
significativas en el campo abierto entre los animales del grupo control y los grupos
con enriquecimiento refugio en ambas generaciones FO y F1, siendo en ambos
casos mayor la varianza para los ratones del grupo control. Por lo tanto esta
observacion apoya la hipétesis de que el enriquecimiento ambiental no genera mas
variabilidad que la observada en los grupos control. Para esta misma conducta no
hubo diferencias significativas entre los grupos control y los con enriquecimiento

juguete para las generaciones FO y F1 respectivamente.

Para la conducta de desplazamiento atravesando el centro del campo abierto no
se detectaron diferencias significativas entre las varianzas de los grupos control y los

enriquecidos para la generacién FO, por lo tanto esta observacion apoya la hipotesis
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de que el enriquecimiento ambiental genera igual o menos variabilidad que la de los
grupos control; sin embargo entre estos y los enriquecidos con jugueteen la
generacion F1, se observd un comportamiento diferente siendo manifiestamente
mayor la varianza para los del grupo control. Los animales de este grupo fueron mas

activos en este tipo de comportamiento que los del grupo juguete.

6.2 RATONES Swiss:

Los resultados obtenidos para este stock permiten afirmar que:

De la comparacion de todos los grupos experimentales entre la generacion FO y la
generacion F1, en ningun caso se observaron diferencias significativas entre la
varianza de los grupos control y la de los ratones con enriquecimiento refugio y
juguete para todas las conductas pasivas. Lo mismo se observd en las
comparaciones entre estos grupos dentro de cada generacion FO y F1
respectivamente. Por lo tanto estos resultados confirman la hipotesis de que el
enriquecimiento ambiental no genera mas variabilidad en los grupos con

enriquecimiento que en los grupos control.

Para las conductas activas tanto para la generacion FO como para la generacion
F1, no se evidenciaron diferencias significativas entrela varianza de los grupos con y
sin enriquecimiento para las conductas de desplazamiento por los bordes del campo
abierto en vaivén. Por lo tanto esta observacion apoya la hipotesis de que el

enriquecimiento ambiental genera menos variabilidad que cuando no se implementa.

Para el comportamiento de desplazamiento por los bordes del campo abierto

recorriendo circulos completos hubo diferencias significativas entre las varianzas del
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grupo control y refugio para la generacion FO, siendo mayor la varianza para el grupo
control. Por lo tanto esta observaciéon confirma y afirma la hipotesis de que el
enriqguecimiento ambiental no genera mas variabilidad. Para la generacion F1 no
hubo diferencias significativas entre grupos control y refugio. Entre los ratones del
grupo control y los del grupo juguete no hubo diferencias significativas en ninguna de

las generaciones.

Para el comportamiento de exploracion olfateo en el campo abierto hubo
diferencias significativas entre las varianzas del grupo control y del grupo refugio
para la generacion FO, siendo mayor la varianza para el grupo control, por lo tanto
esta observacion apoya la hipotesis de que el enriquecimiento ambiental no genera
mas variabilidad. Para la F1 no se observaron diferencias significativas entre

controles y ambos grupos con enriquecimiento.

Para la conducta de exploracion sobre sus miembros posteriores en el campo
abierto no hubo diferencias significativas entre las varianzas de los grupos control y
las de ambosenriquecimientotanto en la generacién FO como en la F1. Por lo tanto
esta observacion confirma la hipétesis de que el enriquecimiento ambiental genera
menos variabilidad que cuando no se implementa enriquecimiento, habiéndose
comprobado que no se observaron cambios en el comportamiento en ninguna de las

generaciones.

Para la conducta desplazamiento por el centro del campo abierto no hubo
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo refugio en la generacién

FO, pero si existi6 esa diferencia para la generacién F1 siendo mayor la varianza
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para los grupos control. Esto sugiere que el enriquecimiento genera menos

variabilidad que la de los grupos no enriquecidos.

La comparacion entre los grupos control y el enriquecimiento juguete mostro
diferencias significativas en ambas generaciones FO y F1, siendo mayor la varianza
en los grupos control estableciendo de la misma manera que el enriquecimiento

genera menos variabilidad.

Los tipos de enriquecimiento seleccionados como fueron refugio y juguete, se
eligieron para dar lugar a pautas de comportamiento diferentes. El de tipo refugio
(maple de huevos de cartén) para mejorar su bienestar tomando en cuenta la
necesidad que tienen los ratones de construir un nido y para propiciarles un
ambiente protegido. El de tipo juguete para brindarles bienestar pensando en sus
necesidades comportamentales de roer, mediante la colocacion de un objeto
(poliedro de madera) para que puedan desarrollar esta actividad y no redirigirla hacia

barrotes o bordes de la caja.

A partir del andlisis de las conductas desarrolladas entre los grupos control y
enriquecidos se concluyé que, tanto para la cepa BALB/c como para el stock Swiss,
las varianzas de los grupos control son mayores que las de los grupos con
enriquecimiento por lo cual a partir de los resultados que se obtuvieron se puede

establecer que el enriquecimiento del ambiente no genera mayor variabilidad.

Del analisis comparativo entre ambos tipos de enriquecimiento se observd que el
correspondiente a juguete genera mayor varianza que el de tipo refugiotanto para los

BALB/c como para los Swiss. El enriquecimiento juguete exacerba la mayoria de las
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conductas activas cuando lo comparamos con el del tipo refugio, siendo mas

evidente esta situacion en los ratones Swiss que en los BALB/c.

Ademas de los tipos de enriquecimientos que se evaluaron en este estudio, el
objetivo perseguido con los mismos se contradice con la prediccion, ya que, en el
caso del refugio, no siempre resulté en el uso del mismo como tal debido a que
muchas veces lo manipularon y utilizaron para construir un nido (Feld A.y col.

2010).

En este sentido es de destacar lo sostenido porNam-Mi Gross y col. (2011), que
para los ratones de laboratorio el recurso critico lo constituye el hecho de tener un
material para la construccion de un nido y esto contribuye al desarrollo normal del
cerebro y del comportamiento; por lo cual se estima que para el ratdn la construccion
del nido es mas importante que contar con un refugio. Esta aseveracién se

corresponde con todos los modelos de ratones de laboratorio.

Para las conductas pasivas, los ratones BALB/c de los grupos controles defecan
mas en la F1, mientras que en los Swiss no hay diferenciassignificativas. Esto
denota la importancia que ejerce el enriquecimiento en una generacion de ratones
que han sido criados en ambientes modificados, y los animales que provienen de
ese medioambiente enriquecido toman a la nueva situacion como es el campo

abierto de forma mas natural y se estresan menos que sus pares del grupo control.

Para la cepa de ratones BALB/c las conductas defecar y freezing son de
relevancia comparado con el stock Swiss en donde éstas pasan desapercibidas o

estan ausentes.
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En las conductas activas en los ratones BALB/c, el enriquecimiento refugio tiene
mayor relevancia que el juguete cuando se lo compara con los controles ya que es
cuando se evidencian mayores diferencias en las generaciones, principalmente en la
FO y generalmente en los ratones de los grupos refugio, la varianza fue menor que
en la de los controles. En la F1 esa diferencia se mantiene para algunas conductas y
en otras no existe, sugiriendo que el enriquecimiento plantea una accion sobre el
desarrollo o no de la conducta. La mayoria de las pautas comportamentales activas
la desarrollan contra el borde del campo abierto evitando el centro.En los animales
con enriquecimiento se detectd6 una menor frecuencia de manifestacion de las
conductas activas que en la de los animales control apoyando lo observado por Van
de Weerd y col.2003, quienes sugieren que podrian adaptarse a las nuevas

condiciones mas rapidamente.

En el caso de los ratones Swiss, en sus conductas activas, el enriquecimiento
refugio tiene mayor relevancia que el juguete cuando se lo compara con los grupos
control ya que es donde se evidencian mayores diferencias, principalmenteen las
generaciones FO, en las cuales la varianza de los grupos refugio fue menor quela de
los controles. En la F1 esas diferencias entre controles y enriquecidos desaparecen
indicando que el enriquecimiento plantea una accion sobre el desarrollo 0 no de la

pauta de conducta.

Comparados con los BALB/c, es de destacar que los Swisspresentan mayor
actividad locomotora en general y atraviesan sin inconvenientes el centro del campo
abierto lo cual sugiere un comportamiento anti ansiedad de este stock coincidiendo

con las apreciaciones de Lipkind y col, 2004.
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Si bien no hubo diferencias significativas entre las generaciones delos
gruposcontrol y con enriquecimiento, la conducta freezing fue muy importante en los
ratones BALB/c comparado con la de los Swiss, los cuales no mostraron este tipo de

comportamiento.

Asimismo se constatd que los ratones Swiss son mucho mas activos y defecan
menos comparado con los BALB/c coincidiendo con Archer (1973), Walsh &
Cummins (1976), quienes sugieren que en los primeros demuestran menos
manifestaciones emotivas que los segundos. Esto es de vital importancia al

seleccionar el modelo animal con que se va a trabajar.

Manosevitz & Montemayor (1972) y Henderson (1976) a su vez sugieren que los
enriquecimientos producen los efectos mencionados por los autores precedentes
debido a interacciones entre actividad y exploracion, pero también debido a
componentes genéticos que son diferentes en la endo y exocria los cuales juegan un

rol fundamental.

De la interaccion entre ambientes enriquecidos y no enriquecidos en la
comparacion de conductas entre madres para con sus crias, si bien no se detectaron
diferencias significativas entre los grupos, se destaca en general la construccién de
un nido mejor formado en los grupos enriquecidos con el tipo refugio y que la
atencion (acicalamiento) para con las crias es baja en los BALB/c y mayor en los
Swiss. Esto coincide con lo observado por Shoji H. y col. 2006, quien afirma que los
ratones BALB/c son los menos implicados en el cuidado de las crias que otras cepas

de ratones.
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Del analisis de corticosterona en este estudio se concluye que para la cepa
BALB/c hay una marcada diferencia entre generaciones, siendo menores los valores
de todos los grupos (control y enriquecidos) en la generacion F1 respecto de los
grupos de la FO. En cambio para el stock Swiss la relacion es a la inversa y solo se
manifiestan diferencias significativas para los ratones de los grupos enriquecidos con

juguete.

De estos hallazgos se puede argumentar que este parametro fisiologico utilizado
para evaluar estrés sea de mayor utilidad en estudios de mayor duracion y no en
ensayos de corta duracidon como sugieren Walls y colaboradores (1976)y en cambio
pueden ser utiles otros parametros mas sensitivos como el peso de grasa marron, el

tejido adiposo del epididimo o de las glandulas adrenales (Benefield A., y col, 2005).
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7 CONCLUSIONES

v El enriquecimiento del ambiente no genera mayor variabilidad que un ambiente

no enriquecido.

v El enriquecimiento del tipo refugio elegido es muy significativo para ambos tipos

de ratones para el desarrollo de su comportamiento.

v Los valores de la varianza para corticosterona no se condicen con los esperados

visto el comportamiento observado en el campo abierto.

v' Para la interaccion entre madres para con sus crias provenientes de ambientes
enriquecidos y no enriquecidos en la comparacion de conductas es deseable

profundizar estos estudios con mayor detalle en proximas experiencias.

v' Es recomendable destacar la importancia que tiene el hecho de establecer un
programa de enriquecimiento ambiental (EA) para los ratones que se utilizan en
experimentacion y que para dicha implementacion se debera tener en cuenta la
cepa o stock, ya que los resultados obtenidos en este trabajo permiten afirmar

que las respuestas seran diferentes en cada caso.

v' Estas diferencias demuestran que la eleccion y la implementaciéon de
combinaciones de enriquecimiento del ambiente requieren de evaluaciones
cientificas previas, donde los procedimientos de manejo de la colonia, el acervo
genético, el ambiente de los animales y el tipo de enriquecimiento aplicado

deben ser conocidos y ponderados.
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v" Asimismo estos resultados demuestran que es imprescindible mencionar en los
trabajos cientificos qué tipos de EA se aplicdé en la experiencia con esos

animales

v" Es recomendable que los investigadores realicen un analisis exhaustivo sobrela
eleccion del modelo animal, interiorizandose si provienen de un ambiente
enriquecido o no, ya que se obtendran resultados muy diferentes para cada caso

en aquellos trabajos de investigacion, diagndstico o control de calidad.

v" Y en lo que concierne a los bioterios de producciéon de ratones, seria importante
que, antes de implementar un programa de enriquecimiento ambiental, se
realizaran estudios y se evaluaran las diferentes posibilidades de modificacién
del microambiente para cada cepa o stock en particular, dado que, si bien el
enriquecimiento genera conductas y beneficia el bienestar de los animales, los

comportamientos resultantes son diferentes para cada modelo de ratén.
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8CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los procedimientos experimentales que se llevaron a cabo con animales en
este proyecto se realizaron de acuerdo con las recomendaciones sobre bienestar
animal establecidas por FELASA (Federation of European Laboratory Animal
Associations) y por la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
ILAR, NRC, USA (Institute of Laboratory Animal Resources, Nacional Research
Council) y ha sido evaluado por el Comité Institucional para Cuidado y Uso de los

Animales de Laboratorio de la FCV — UNLP con el c6digo02-09-10T.
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