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A todos los que trabajan diariamente
para aliviarle a los animales

la carga del progreso cientifico.

“For those who see the central issue as one of rights, or justice, or religious tradition, or fostering a
caring attitude toward animals, the scientific study of animal welfare may seem irrelevant or even a
harmful distraction. [...] Scientists need to understand, and be able to articulate, how science fits

tx

into the social debate

David Fraser, 2008
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IMPACTO DEL DESARROLLO DE LA LINEA
TUMORAL A549 EN EL BIENESTAR DE RATONES
DE LA CEPA N:NIH(S)-FoxI™
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COMPORTAMIENTO

Resumen

Las Ciencias del Bienestar Animal y de los Animales de Laboratorio se asocian
ineludiblemente, para evaluar cientificamente como los procedimientos experimentales y
las condiciones de alojamiento impactan sobre la calidad de vida de los animales. En
particular en investigacion oncologica, se han redactado guias de recomendaciones pero
¢éstas fallan en describir como se pueden discernir alteraciones sutiles en el bienestar. De
esta forma, el objetivo principal consistid6 en determinar el impacto de la linea tumoral
humana A549 en el bienestar de ratones del stock NLAE:NIH(S)-Fox/™ trasplantados con
la misma y en evaluar el efecto del enriquecimiento ambiental sobre el desarrollo tumoral.
Para alcanzarlo se evalu6 por un lado la fisiologia de los ratones a través de la
concentracion de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal, de cambios en la
condicion corporal y del andlisis de parametros sanguineos y por el otro las frecuencias de
comportamientos espontaneos que realizaron en la caja donde habitaban normalmente y la
performance en distintas pruebas de comportamiento. Ademads, para poder alcanzar dichos

objetivos se desarrollaron dos nuevas metodologias: una técnica de medicion de los



tumores subcutaneos no aversiva y una prueba para para evaluar el sesgo en el juicio ante
un estimulo ambiguo. En lineas generales, no se evidenciaron alteraciones significativas en
los parametros de fisiologia y de comportamiento que indicarian una alteracion severa en el
bienestar de los ratones. Sin embargo, si se manifestaron algunas modificaciones sutiles que
convalidan la interpretacion de que el trasplante tumoral no es un procedimiento inocuo
para estos animales. Con respecto al enriquecimiento ambiental, resultdo Ilamativa la
diferencia en el desarrollo tumoral entre machos y hembras por lo que se postuld que la
inhibicion del desarrollo tumoral se debid al estrés asociado al aumento de los
comportamientos agonistas en la caja como consecuencia del enriquecimiento ambiental y

no por dicha modificacion ambiental.



IMPACT OF TUMOR DEVELOPMENT IN THE WELFARE OF

N:NIH(S)-FoxI™ MICE TRANSPLANTED WITH A549 CELLS

Keywords

MICE, ANIMAL WELFARE, TUMOR TRASPLANT, BEHAVIOR

Abstract

Animal Welfare and Laboratory Animal Sciences are inevitably associated, to assess
scientifically how experimental procedures and husbandry affect the animals’ quality of
life. Guidelines for oncologic research have been written, but these generally fail to
describe subtle changes in welfare. Hence, the main objective was to assess the impact of
tumor development in the welfare of NLAE:NIH(S)-Fox/™ mice transplanted with A549
cells and to evaluate the effect of environmental enrichment in tumor development. The
physiology was assessed through the quantification of corticosterone metabolites in feces,
body condition scoring and blood parameters and the behavior by means of behavioral tests
as well as analyzing the frequency of home cage behaviors. In addition, to meet the
objectives two new methodologies were described: a non-aversive photographic
measurement method for subcutaneous tumors and an assay to assess judgment bias when
exposed to an ambiguous stimulus. Altogether, severe alterations in the physiology and the
behavior which would indicate a reduction in the animals’ welfare were not detected.
Nevertheless, subtle behavioral modifications were observed by which it was assumed that

tumor development did generate a subtle malaise sensation to the animals. With regards to



environmental enrichment, an interesting difference in tumor development between males
and females was observed, and it was hypothesized that this difference was due to stress
associated to an increase of agonistic behaviors in the home cage as a consequence of

environmental enrichment.



Introduccion

La Ciencia de los Animales de Laboratorio es una especialidad dentro de la Medicina
Veterinaria que se enfoca en desarrollar modelos experimentales para mejorar la calidad de
vida tanto del ser humano como de otros animales (Chumbinho y col., 2012). En este
sentido, la forma en que alojamos a dichos animales corresponde a un aspecto fundamental
de este proceso ya que las perturbaciones ambientales pueden alterar la fisiologia de los
individuos y, como consecuencia, modificar las variables experimentales (Jain y Baldwin,
2003). Sin embargo, no solo es importante considerar la calidad de la experimentacion
biomédica sino también las obligaciones morales que poseemos hacia aquellos organismos
que estan bajo nuestra responsabilidad (Serensen, 2007). Es por esta razoén que el Bienestar
Animal se asocia ineludiblemente con la Ciencia de Animales de Laboratorio, como forma
de evaluar cientificamente como los procedimientos experimentales y las condiciones de

alojamiento impactan sobre la calidad de vida de los animales.

De esta forma, se establecieron distintos marcos regulatorios tanto para garantizar la
calidad de la experimentacion biomédica como para evitar el sufrimiento de los animales
que se encuentran bajo nuestro cuidado (Fraser, 2008). Asi, cada pais fue adoptando
normas referidas al uso de los animales de laboratorio, de los cuales se citan algunos

ejemplos:

e Estados Unidos: los animales de laboratorio (excepto rata, raton, aves y vertebrados

de sangre fria) estdn protegidos bajo el “Animal Welfare Act” (Cardon y col.,



2012), cuya aplicacion estd regulada por el Departamento de Agricultura (USDA).
Ademas, el Instituto Nacional de Salud (NIH), bajo la politica de Cuidado
Humanitario y Uso de Animales de Laboratorio (que protege a todos los vertebrados
incluyendo rata y ratéon), establece que cada institucion que use animales con
proyectos financiados por este organismo, debe proveer la conformidad con la
politica de Cuidado Humanitario y Uso de Animales de Laboratorio. Para la misma,
las instituciones deben contar con: (1) un programa institucional para el cuidado y el
uso de los animales (2) acreditacion por la Asociacion Internacional para la
Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio (AAALAC) y
(3) un comité de ética, que debe supervisar el cuidado y uso de los animales de
experimentacion utilizando como referencia la “Guia para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio” (Institute for Laboratory Animal Research, 2011), editada
periddicamente por el ILAR bajo contrato del NIH.

Canada: la jurisdiccion sobre el cuidado y uso de los animales en experimentacion
recae sobre las provincias y siete del total poseen legislacion al respecto. De esas
siete, seis se basan en los estandares del Consejo Canadiense de Cuidado Animal
(CCAC), una organizacién no gubernamental sin fines de lucro que evalaa el uso
¢ético de los animales que se utilizan en ciencia en Canada.

Europa: Las regulaciones acerca del bienestar animal fueron adoptadas por todos
sus paises miembros. La directiva que intentd armonizar la legislacion del uso de
animales de laboratorio en ellos fue la 86/609/EEC de 1986 (Union Europea, 1986).

Esta fue actualizada en el 2010 (Directiva 2010/63/EU, 2010) (European Union,
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2010) para mejorar el bienestar animal, la implementacion de las 3 Rs (reduccion,
refinamiento y reemplazo de los animales de experimentacion) y la armonizacioén
entre los estados miembro. La tltima version de la directiva protege a todos los
vertebrados, los cefaldopodos y los fetos en el Gltimo tercio de la gestacion. Ademas,
incluye la implementacién de un “Comité de Bienestar Animal” para fomentar el
cuidado, garantizar la aplicacion de las 3Rs e implementar el uso de métodos
alternativos.

Argentina: En la actualidad la tnica ley vigente que ampara a los animales usados
en investigacion es la Ley Nacional 14346 (1954): Malos tratos contra animales
(Boletin Oficial, 1954). En la misma, se establece la pena que corresponde en caso
de que se le infiera sufrimiento innecesario a los animales, que las practicas
quirtrgicas deben ser realizadas por un veterinario y que no deberia realizarse
experimentacion en animales pertenecientes a una escala zooldgica mayor a la
necesaria.

En cuanto a la calidad de los productos farmacéuticos (y en la que la utilizacion de
animales de laboratorio puede llegar a ser una etapa de la produccion), aquellos
laboratorios cuyos productos estén destinados a consumo humano estan regulados
por la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT), mientras que los dedicados a la medicina veterinaria estan bajo la orbita
del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA).

El SENASA posee una direccion de Bienestar Animal que busca armonizar la
legislacion del pais con el Codigo Terrestre de la Organizacion Internacional para la

Salud Animal (OIE). Dicho codigo posee un capitulo dedicado a los animales
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utilizados en experimentacion y educacion (Capitulo 7.8) (Organizacion Mundial de
Sanidad Animal, 2017).

En cuanto a la ANMAT, posee la disposicion N° 5330/1997 (con las modificaciones
de las Disp. N° 690/2005 y 2124/2005) de Buenas Practicas de Investigacion en
Estudios de Farmacologia Clinica (ANMAT, 1997).

Ademas, en la actualidad existe un proyecto de ley para la proteccion y el bienestar
de los animales utilizados con fines cientificos (6758-D-2016) que posee media

sancion de la Camara de Diputados.

Mas allda de las regulaciones, podriamos preguntarnos especificamente: ;Por qué
deberiamos preocuparnos por el bienestar de los animales de experimentacién? Jeremy
Bentham fue uno de los primeros que se aproximo a responderla cuando postuld su famosa
frase: “La pregunta no es... ;pueden razonar? o ;pueden hablar? sino, ;pueden sufrir?”
(Bentham, 1789), y en esta oracidon qued6 plasmada la importancia del estudio del
bienestar, de la que los cientificos no se animaron a promulgarse abiertamente hasta
alrededor de los afios 90 con exponentes tales como Dawkins y Duncan. Posiblemente
debido a que, cuando se observan las evidencias cientificas acerca del parecido nuestro con
los ratones de experimentacion, que es la especie mas utilizada en investigacion biomédica,
resultan abrumadoras para aquellos que no deseen asumir las responsabilidades morales
que acarrea el uso de un individuo bioldgicamente similar a la especie humana. Pero en la
similitud con nuestra especie no radica la importancia del cuidado de los animales de
experimentacion sino justamente en lo que plante6 Bentham: la importancia reside en las

experiencias subjetivas, placenteras o aversivas, que es capaz de percibir un organismo vivo
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(Proctor, 2012). En definitiva, consiste en ser capaz de diferenciar aquellos individuos que
son sentientes de los que no (Birch, 2017), y ese es el motivo de las interpretaciones
opuestas que se realizan sobre el cuidado necesario hacia una planta, un protozoario o un
mamifero: es la diferencia entre una obligacion moral y una responsabilidad (aunque ambas
no sean mutuamente excluyentes). Broom (2012) define a un organismo sentiente como
aquel que posee al menos alguna de las siguientes habilidades: (I) evaluar las acciones de
otros en relacién a si mismo y a terceros, (II) recordar sus propias acciones y sus
consecuencias, (III) evaluar riesgos y beneficios, (IV) poseer sentimientos y (V) tener algiin
grado de conciencia. Esta ultima, definida como el andlisis complejo en el cerebro de
estimulos sensoriales o de construcciones realizadas a partir de la memoria que generan un
estado de autoreconocimiento y de apreciacion acerca de la relacion de uno con el ambiente
(que en inglés se denomina “awareness” para diferenciarla del estado de conciencia

propiamente dicho que se pierde por ejemplo al realizar una anestesia. (Broom, 2014).

De esta forma, la Ciencia del Bienestar Animal surge como forma de estudiar a estos
individuos sentientes. Sin embargo, la misma suele ser dificil de definir, ya que los distintos
enfoques sobre los cuales se basa pueden llegar a ocasionar conflictos en la interpretacion
de los resultados (Mason y Mendl, 1993). El bienestar animal tipicamente se describe como
el estado de un animal en sus intentos por enfrentarse con el medio ambiente (Broom,
1991), en el que entran en juego una serie componentes tanto fisicos como psicologicos.
Asi surge uno de los principales debates acerca de la definicion del término, en el que otros
autores centraron el énfasis del bienestar unicamente en las experiencias afectivas negativas

(Dawkins, 1990; Duncan y Petherick, 1992). El consenso general actual determina que el
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bienestar no se garantiza solo por la ausencia de experiencias negativas sino también por la
posibilidad de experimentar al menos algunas situaciones placenteras (Boissy y col., 2007).
Algunos de los puntos en discusion en la actualidad radican por ejemplo en determinar si
los animales son conscientes o no de los eventos que acontecen a su alrededor (Dawkins,
2017) y en especificar qué especies son sentientes y por lo tanto cuales deberian ser

protegidas por las distintas legislaciones (Birch, 2017).

El bienestar animal depende de los procesos cerebrales que estan involucrados en la
apreciacion subjetiva que tiene cada individuo de su estado interno y de su ambiente. Es por
esto que para poder determinar el estado de los animales en términos de un bienestar bueno
o deficitario debemos ser capaces de “leer sus mentes” (Van der Harst y Spruijt, 2007). La
evaluacion del bienestar animal es por lo tanto complicada, debido a que no nos permite
obtener una respuesta directa de la misma. La interpretacion de indicadores fisioldgicos no
siempre es sencilla de realizar, ya que situaciones que muy probablemente produzcan
estados afectivos opuestos pueden desencadenar la misma respuesta fisiologica. En este
sentido, pareciera que al menos algunos indicadores fisiologicos (tales como los
glucocorticoides que se desencadenan ante una situacion que conlleve un aumento del gasto
energético) representan mas un indicador de la activacion del sistema que de su valencia (o
sea, si el animal los percibe como si fuesen positivos o negativos) (Paul y col., 2005). Para
sobrellevar esta situacion, Fraser propone tres dominios sobre los cuales se pueden

desprender indicadores de bienestar animal (Fraser, 2008):

FUNCIONAMIENTO BIOLOGICO: los animales deberian poseer un correcto crecimiento y

desarrollo, evitando estados patologicos. La sola presencia de un agente potencialmente
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patogeno no es determinante para afectar el bienestar de un individuo, pero cualquier
modificacion sobre la biologia que deba generar una correccidon por parte del animal para
mantener las funciones normales se van a condicionar con la definicion de bienestar citada
al principio y por lo tanto, las alteraciones que estos introducen pueden ser usados como
indicadores de bienestar animal (Broom, 2006). De la misma forma cualquier modificacion
que se detecte, por ejemplo en determinadas hormonas, cuando el animal deba lidiar con las
modificaciones del ambiente, pueden ser usados como indicadores. El ejemplo mas
frecuentemente citado se corresponde con la respuesta de estrés, en la que su funcion
principal es generar energia rdpidamente para enfrentarse a los desafios ambientales
(Hubrecht y Kirkwood, 2010). Esta respuesta generalmente estd asociada a dos sistemas, el
simpatico-adrenomedular (SAM), cuya respuesta es inmediata y produce efectos tales como
la liberacion de glucosa, piloereccion y la dilatacion pupilar, y el sistema hipotdlamo-
hipofisis-adrenal (HPA), con una respuesta mas retardada, y que culmina con la generacion

de glucocorticoides (Moberg y Mench, 2000).

VIDA NATURAL: los animales deberian poder expresar aquellos comportamientos
especificos de especie que estan intrinsecamente motivados a realizar, los que se conocen
como necesidades comportamentales (Duncan, 1998). Por este motivo, las consecuencias
sobre el bienestar van a ser mayores cuando el animal no pueda realizar este tipo de
comportamientos, mas alld que las necesidades fisiologicas de los mismos se encuentren

satisfechas.

ESTADOS AFECTIVOS: los estados afectivos son respuestas comportamentales y

fisiologicas que varian en términos de valencia (placentero/ no placentero) e intensidad.
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Muchos autores lo utilizan en reemplazo de la palabra emocion ya que éstos no implican la
percepcion consciente de las mismas (Paul y col., 2005). Los animales deberian prescindir,
siempre que sea posible, de estados afectivos negativos, al mismo tiempo que deberian
poder experimentar estados afectivos positivos. Para evaluarlos numerosos autores se valen
de metodologias provenientes de las neurociencias, tales como la prueba de campo abierto,
el laberinto en cruz elevado, etc., en las que la utilizacion de pruebas comportamentales
para evaluar la eficacia de farmacos para el tratamiento de patologias psiquiatricas se
encuentran ampliamente validadas (Olsson y Dahlborn, 2002). En la actualidad también se
han desarrollado metodologias, provenientes del campo de la psicologia humana, que
permiten evaluar estados emocionales positivos en animales tales como la prueba de sesgo

cognitivo (Roelofs y col., 2016).

Del apartado anterior se desprende el caracter multidisciplinario de la Ciencia del Bienestar
Animal, en la que los tres aspectos se pueden medir a partir de indicadores objetivos
independientes entre si. La decision sobre qué indicadores tomar como referencia tiene que
ver con el area del conocimiento de la cual provenga el investigador y con valores
asignados a la persona en una cultura y una sociedad en particular. Las variables sobre las
cuales uno establezca el énfasis muchas veces son lo suficientemente independientes como
para que al mejorar los indicadores de una de ellas se obtengan resultados completamente
diferentes en las otras dos (Fraser, 2003). Por este motivo es posible generar diferencias en
las conclusiones obtenidas a partir de una misma situacion. Para reducir este sesgo, se
deberian ponderar aspectos provenientes de distintas areas al realizar una evaluacion

integral del bienestar animal (Fraser, 2008). Por lo tanto, en la investigacion reciente en
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bienestar animal se estan aplicando enfoques multidisciplinarios para estudiar la mente
animal, de forma de poder desarrollar metodologias para “preguntarle” como se siente y ser
capaces de entender su respuesta en base al comportamiento que desarrolla. Estas
herramientas se basan en como el animal evalta subjetivamente su propia situacion, adapta
su comportamiento y selecciona la respuesta mas apropiada para obtener el resultado mas

satisfactorio (Van der Harst y Spruijt, 2007).

El raton nude y su uso en experimentacion oncologica

El raton nude se origind de forma espontdnea en el afio 1962 a partir de un macho
proveniente de una colonia cerrada de ratones albinos exocriados, ubicada en Glasgow,
Escocia. De los primeros estudios que se hicieron sobre los mismos, se detectd que estos
ratones de vidas cortas carecian de timo y poseian recuentos leucocitarios extremadamente
bajos. Estudios posteriores detectaron que la mutacion que generaba esta condicion tenia un
origen autosdmico recesivo, que las hembras son fértiles bajo condiciones microbioldgicas
apropiadas pero presentan dificultades para amamantar a las crias y que los machos en
general son fértiles pero ésta puede verse reducida debido a infecciones del tracto genital.
Estas caracteristicas permitieron generar sistemas de cruzamientos a partir de hembras
heterocigotas y machos homocigotas recesivos, que producen un 50% de crias nude. El
cruzamiento a partir de un macho y una hembra heterocigota también es posible, aunque en

ese caso la eficiencia disminuye, generando un 25% de crias nude (Rygaard, 1991a).

Originalmente, los xenotrasplantes se realizaban en sitios inmunoldgicamente privilegiados

de roedores normales tales como los abazones de los hamsters (Carbone y Maschi, 2006).
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El establecimiento de colonias de ratones nude permitié que se pudieran desarrollar los
primeros trabajos cientificos en este modelo animal. El primer reporte en el cual se informo6
el trasplante de células malignas humanas en un raton nude ocurriéo en 1969 (Rygaard,
1969a). El desarrollo de xenotrasplantes no habia sido posible de realizar completamente
hasta ese momento, inclusive en animales a los que se les habia practicado la timectomia.
Esto es debido a que la aplasia de timo en los ratones nude es completa, y las alteraciones
morfoldgicas también se detectan en aquellos o6rganos en los que se presentan linfocitos T,
como el bazo, los linfonddulos y las Placas de Peyer (Rygaard, 1991b). Asimismo, la
utilizacion de este modelo animal permitio el descubrimiento de las células NK, un tipo de
células de la inmunidad innata que no requiere de inmunizacion previa para eliminar

células neoplésicas o infectadas con virus (Kiessling, 1975).

Los xenotrasplantes ubicados en el subcutaneo fueron los que primero se desarrollaron en
este modelo animal, debido en gran medida a que permite un seguimiento facil del
desarrollo tumoral (Imagen 1.1). La forma de crecimiento de estos tumores normalmente se
produce en forma de nédulos moéviles, bien irrigados y encapsulados en una fina lamina de
tejido conectivo. En general no se produce inflamacion a su alrededor, pero si se puede
ulcerar o generar tejido necrético en su interior (Rygaard, 1991a). Cuando se los examina
microscopicamente, el tejido suele mantener las mismas caracteristicas que en el paciente
humano. Ademads, también suelen mantener las mismas caracteristicas biologicas y
bioquimicas que el tumor de origen, lo cual es relevante para evaluar nuevas terapias

antineoplésicas (Kyriazis, 1980).
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Imagen 1.1. Raton nude con trasplante tumoral subcutdneo en el flanco derecho.
El trasplante de tumores subcutaneos se realiza inoculando las células tumorales luego de
realizar un bolsillo con un trécar u otro instrumental quirurgico. Para este fin, resulta
imperativa la aplicacion de un correcto protocolo de anestesia supervisado por un
profesional veterinario y ademas, se recomienda enfaticamente la aplicacion de analgesia
post-operatoria (Workman, 2010). El subcutaneo en los ratones es un espacio apto para la
implantacion de los tumores ya que al ser la piel de esta especie sumamente laxa, permite
facilmente el crecimiento tumoral. Las células tumorales pueden ser depositadas en este
lugar en forma de bloques sodlidos (provenientes porciones extraidas de tumores
implantados previamente en otro ratéon) o a partir de suspensiones celulares. El area se
encuentra bien irrigada, por lo que el suministro de sangre y el drenaje linfatico se

establecen inmediatamente (Rygaard, 1991a).

En la actualidad, la manifestacion del efecto antitumoral en un modelo animal representa

una etapa importante en los ensayos preclinicos. En particular, estos modelos animales
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siguen siendo de utilidad para evaluar el potencial citotdoxico de drogas nuevas, para
seleccionar drogas candidatas para la evaluacion clinica, para mejorar los esquemas de
dosificacion y combinacion con otras drogas y para estudiar la resistencia ante distintos

compuestos (Kelland, 2004).

Bienestar animal en experimentacion oncologica

Los esfuerzos para mejorar la investigacion en modelos animales de patologias oncoldgicas
se siguen incrementando, ya que el porcentaje de éxito de esta area cuando se desea
transpolar los resultados obtenidos a estudios con humanos resulta de los mas bajos del
total (Begley, 2012). Para mejorar la confiabilidad de los mismos, la calidad de la
investigacion biomédica resulta imprescindible para aumentar dicho porcentaje de éxito. De
esta forma es relevante garantizar el bienestar de animales en experimentacion oncologica,
no solo como una forma de asegurar el manejo ético de los ratones sino también para
aumentar la validez de los resultados cientificos. Dicho objetivo se logra con investigacion
especifica orientada a dilucidar como afectan a los animales los factores que engloban a
cada experimento, esto es investigacion especifica en el campo del bienestar animal, y que
sirve para posteriormente refinar los procedimientos experimentales. Es por estos motivos
que distintas entidades internacionales han redactado guias de recomendaciones y manuales
de procedimientos para mejorar el bienestar de este modelo animal, tal como ademas es el

objetivo de esta tesis doctoral.

La guia mas exhaustiva con respecto a la utilizacion de animales para investigacion en

oncologia corresponde al Comité Coordinador del Reino Unido para la Investigacion en
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Cancer (UKCCCR), que se publico en 1998 y fue revisada en el ano 2010 (UKCCCR,
1998; Workman y col., 2010). Esta establece regulaciones para determinar el punto final
humanitario en base a signos clinicos tales como: la ausencia de alimentacidén en un periodo
de 24-48 hs con la consiguiente deshidratacion y emaciacion, hipotermia, dificultad
respiratoria, paralisis o debilidad de los miembros anteriores, alteracion de la locomocién

debido al desarrollo tumoral, presencia de vocalizaciones anormales, entre otras.

Sin embargo, la aplicacion del punto final humanitario corresponde a una etapa critica la
cual se podria llegar a evitar con un correcto disefio del protocolo experimental. Las guias
de recomendaciones en general fallan en describir como se pueden discernir alteraciones
sutiles en el bienestar que si bien no implican la interrupcion de una experiencia, si pueden
llegar a incentivar la aplicacion de medidas correctivas tales como la utilizacion de
analgesia. En particular, se han publicado pocos trabajos cientificos acerca de cémo influye
el desarrollo tumoral en el bienestar de ratones con xenotrasplantes subcutaneos, lo que
puede deberse a que éstos se consideran generalmente mas benignos que los trasplantes
ortotopicos (Miller y col., 2016). En uno de esos trabajos, en el que se realiz6 un trasplante
heterotopico con células provenientes de un céncer de vejiga en un paciente humano, se
evaluo el efecto que tuvieron sobre el comportamiento, el peso y la sensibilidad dolorosa.
Sin embargo, el desarrollo tumoral no tuvo efectos sobre ninguna de estas variables (Miller
y col., 2016). En otro trabajo similar (Jacobsen y col., 2013), se inocularon dos tipos de
lineas celulares de céncer prostatico y se evaluaron el peso corporal, el consumo de agua y
alimento, la concentracion de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal y la

puntuacion obtenida a partir de un indice para evaluar el bienestar animal. A diferencia del



21

trabajo anterior, en éste si encontraron una correlacion entre el desarrollo tumoral y los
parametros analizados. Es por estos motivos que la conclusion acerca del impacto que tiene
sobre el bienestar la experimentacion oncoldgica cuando se utilizan xenotrasplantes
subcutaneos deberia realizarse sobre cada caso en particular, teniendo en cuenta las
caracteristicas de las lineas celulares (por ejemplo con la tasa de crecimiento y la
generacion de metabolitos inflamatorios) y las cepas de ratones utilizadas (por ejemplo el
umbral de percepcion dolorosa). Asi, la descripcion de distintas técnicas que pueden ser
utilizadas en pruebas piloto y a lo largo de los distintos protocolos experimentales cobra

importancia para refinar los procedimientos en los que se utilice este modelo animal.

Identificacion de puntos criticos que pueden afectar negativamente el
bienestar de este modelo animal

El resultado de la integracién de las experiencias positivas y negativas son las que
determinan el estado de bienestar de un animal. Asi, un bienestar deficitario no se
condiciona necesariamente con situaciones puntuales placenteras o aversivas, sino con el
desequilibrio cronico entre estas dos que provocan que el animal no sea capaz de lidiar con
el ambiente que lo rodea (Van der Harst y Spruijt, 2007). Cada protocolo experimental va a
generar un desequilibrio acorde con las distintas maniobras que se deban realizar por lo que
la identificacion de los mismos permitira generar planes de contingencia para evitar el
sufrimiento innecesario de los ratones. Los siguientes items corresponden a los puntos
criticos que podrian llegar a afectar el bienestar de los ratones que poseen trasplantes

tumorales subcutaneos:
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Alojamiento

La estandarizacion ambiental consiste en mantener determinadas condiciones ambientales
constantes, de forma de reducir al minimo la variabilidad entre laboratorios (Richter y col.,
2009). Asi, la mayoria de los ratones de experimentacion, que es la especie que concierne al
presente trabajo, son mantenidos en cajas relativamente pequefias (tipo “cajas de zapato™)
solo con viruta o algiin otro material absorbente de cama y agua y alimento ad libitum. Por
lo tanto, bajo las condiciones estandar de alojamiento los ratones poseen muy pocas
oportunidades de establecer comportamientos especificos de especie, tales como explorar,
esconderse, forrajear, roer y realizar el nido (Olsson y Dahlborn, 2002). El impedimento
para realizar comportamientos naturales repercute sobre el bienestar al imposibilitar al

animal de satisfacer sus motivaciones internas (Mason y Burn, 2011).

Manejo de los ratones

Ademas del estrés cronico que genera la frustracion constante por no poder generar
comportamientos altamente motivados (tales como realizar conductas de huida ante una
interaccion agonistica o permitirles la blisqueda de alimentos de variada indole) y el
aburrimiento por no tener sustratos en el ambiente bioldgicamente relevantes sobre los
cuales generar comportamientos, los roedores de experimentacion se enfrentan a
situaciones puntuales de estrés agudo debidas a las practicas rutinarias de manejo, que
generan alteraciones en la fisiologia y en el comportamiento de los individuos (Balcombe y
col., 2004). En particular, no s6lo el procedimiento en si resulta aversivo para el animal
sino la baja predictibilidad de los eventos estresantes asociados al manejo diario (Koolhaas

y col., 2011).
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La sujecion a través de la base de la cola es una de las maniobras que mas se utilizan sobre
esta especie, por ejemplo para cambiarlos de caja o previo a la completa inmovilizacion.
Este procedimiento aparentemente inofensivo tiene implicancias sumamente profundas en
la investigacion biomédica, al punto de aumentar la ansiedad en pruebas comportamentales
en las que se evalua esta variable (Gouveia y Hurst, 2013), fallar en la performance en
pruebas que tienen un componente de aprendizaje (Gouveia y Hurst, 2017) y cambiar
completamente la respuesta de los ratones a las recompensas, un comportamiento que se
suele asociar a estados depresivos en humanos (Clarkson y col., 2018). Al respecto se ha
demostrado que los ratones prefieren la sujecion “en copa” (sujetandolos con ambas manos

formando un cuenco) o utilizando un tinel (Hurst y West, 2010).

Dolor

El dolor en animales se define como una experiencia sensorial aversiva causada por un
dano potencial o real y que promueve reacciones motoras y vegetativas de proteccion, lo
que resulta en comportamientos para evitar dicha amenaza y que ademas puede llegar a
alterar el comportamiento especifico de especie (Zimmerman, 1986). De esta forma, el
dolor implica un componente emocional por lo que se lo diferencia de nocicepcion, que es
el mecanismo fisioldgico a través del cual se transmite informacion proveniente de los
nociceptores hacia el cerebro. La forma en que las distintas especies manifiestan el dolor va
a depender de la especie en cuestion y de la presencia del observador humano, por lo cual
su evaluacion muchas veces resulta complicada y requiere de un entrenamiento previo. La
reduccion del peso corporal y del consumo de agua y alimento han sido usados como

indicadores sencillos de dolor, sobre todo en el periodo post-operatorio (Jacobsen y col.,
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2012). De la misma forma, la respuesta a la terapia analgésica puede ser un indicador de
que un procedimiento resulta doloroso para el animal, pero ello requeriria ser capaz de
distinguir indicadores de dolor previo. La respuesta fisiologica ante un dolor agudo podria
llegar a utilizarse para este fin, pero en roedores de laboratorio y en particular en ratones
estos indicadores son dificiles de medir debido al pequefio tamaino de los mismos y
también, tal como fue descripto en el apartado anterior, la restriccion del movimiento que
muchas veces es necesaria para tomar muestras y que muy probablemente modifica dichas

variables.

Procedimiento quirurgico (dolor agudo): el procedimiento de trasplante tumoral
claramente va a producir una injuria sobre los tejidos por lo que, al activarse los
nociceptores correspondientes, se va a generar dolor. Sin embargo, esto se puede anticipar
realizando un procedimiento anestésico y analgésico adecuado a esta cirugia. Debido al
correcto manejo analgésico y a que la técnica de trasplante tumoral corresponde un
procedimiento menor, inferimos que el efecto que puede tener sobre el bienestar animal es
relativamente leve. De todas formas, los animales se deberian controlar diariamente para
descartar efectos adversos indeseables que puedan llegar a manifestar un aumento del
estimulo doloroso tales como: disminucion de la condicion corporal, complicaciones de la
herida quirurgica (presencia de inflamacidn, supuracidon o necrosis), apariencia general del
animal (descargas nasales u oculares debidas a la disminucion del acicalamiento), cambios
en el comportamiento debidos al desarrollo tumoral (alteracion en la marcha, dolor o
aumento del acicalamiento en el lugar de desarrollo tumoral), caracteristicas y tamafio

tumoral. Las posturas antidlgicas también pueden indicarnos que la terapia analgésica no
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fue aplicada correctamente (Wright-Williams y col., 2007). La presencia de dolor mas sutil
muchas veces es dificil de evaluar en esta especie, sin embargo se han realizado avances
para determinarlo. Asi por ejemplo se ha descripto una forma para evaluar el dolor basado
en las expresiones faciales, en el que se toman distintas unidades de medida para poder
obtener un indice global de la expresion dolorosa (Langford y col., 2010). Ademas, se han
utilizado indicadores comportamentales tales como la motivacion para realizar el nido, que

se desarrollardn en més profundidad en los capitulos siguientes.

Desarrollo tumoral (dolor cromico): el dolor cronico puede ser dificil de manejar debido a
que la administracion prolongada de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) acarrea
numerosos efectos colaterales; se diferencia del anterior en que generalmente se debe a la
degeneracion o destruccion tisular (tal como en osteoartritis o en cadncer) y no mejora en el
tiempo. Los modelos animales de dolor oncoldgico hasta el momento se han centrado en
aquellos que provocan la destruccion de 6rganos altamente dolorosos (como es el caso del
osteosarcoma) (Pacharinsak y Beitz, 2008). Contrariamente a lo que se podria llegar a
observar al extrapolar en estudios en humanos, en modelos de cadncer pancreédtico se
observo una baja manifestacion de comportamientos asociados al dolor hasta estadios
avanzados del mismo (Lindsay y col., 2005), lo que claramente demuestra la dificultad de

evaluarlo.

Objetivos
A partir del marco tedrico desarrollado hasta el momento, se desprenden los siguientes

objetivos para esta tesis doctoral.
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Objetivo general

Determinar el impacto del desarrollo de la linea tumoral humana A549 en el bienestar de
ratones del stock NLAE:NIH(S)-FoxI™ trasplantados con la misma y evaluar el efecto del

enriquecimiento ambiental sobre el desarrollo tumoral.

Objetivos especificos

1. Evaluar cambios en la fisiologia de los ratones del stock NLAE:NIH(S)- FoxI™
trasplantados con la linea tumoral humana A549, compatibles con una reduccion
global de su bienestar.

2. Estudiar, a través de un etograma, las frecuencias de comportamientos en ratones
del stock NLAE:NIH(S)- FoxI™ con un trasplante de la linea tumoral humana
A549 en la caja donde normalmente habitan.

3. Evaluar las diferencias en la performance en distintas pruebas conductuales
(burrowingl/urine sniffing/novelty suppressed feeding/nesting/sesgo cognitivo) del
stock NLAE:NIH(S)- FoxI™ con un trasplante de la linea tumoral humana A549.

4. Evaluar las diferencias en el desarrollo tumoral en ratones del stock NLAE:NIH(S)-

FoxI™ mantenidos en cajas enriquecidas y no enriquecidas.
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Procedimientos generales y disefio
experimental

Excepto que se especifique lo contrario en algun apartado en particular, los materiales y
procedimientos que fueron comunes a la mayoria de los experimentos y que abarcaron a

esta tesis doctoral se describen a continuacion.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratones machos y hembras nude de entre 3 y 4 semanas de edad del stock
NLAE:NIH(S)-FoxI™, provenientes del Laboratorio de Animales de Experimentacion de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. Los mismos estuvieron libres de los siguientes
microorganismos controlados regularmente, por lo cual se consideraron SPF (Libres de

Patdgenos Especificos):

Virus: parvovirus del raton, virus diminuto del ratdn, reovirus tipo 3, virus de la hepatitis

del raton, encefalomielitis del raton.

Bacterias: Citrobacter rodentium, Clostridium piliformis, Corynebacterium Kutscheri,
Corynebacterium bovis, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Pasteurella
pneumotropica, Proteus miriabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp.,

Staphilococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus B hemolitico.
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Parasitos: Apisculuris tetraptera, Entamoeba muris, Eimeria spp, Giardia muris,
Hymenolepis spp., Myobia musculi, Mycoptes musculinus, Notoedres spp., Polyplax spp.,
Psorergates spp., Radfordia spp., Spironucleus muris, Trichomonas spp., Syphacia

obyelata, Sarcoptes scabiei.

Alojamiento

Los animales se alojaron en la sala de experimentacion del LAE-FCV-UNLP, bajo
condiciones SPF, en un rack ventilado marca Lab Products, en cajas individualmente
ventiladas modelo “Super Mouse 750™ (480cm?)”, con 34 cambios de aire por hora con
presion positiva. Las cajas fueron provistas de lecho de marlo de maiz; agua y alimento
extrusado para rata y raton marca Cooperacién (Cooperacion, Alicooper S.A., Santa Fe,
Argentina) ad libitum. Excepto en los casos que se especifique lo contrario, todas las cajas
fueron provistas de papel tipo tissue para permitirle a los ratones construir el nido. Todos
estos insumos fueron esterilizados mediante autoclave a 121°C y las cajas se cambiaron una
vez por semana. Los animales se mantuvieron a una temperatura ambiente de 22 + 2 °C con

un ciclo luminico de 12:12 hs luz/oscuridad (las luces se encendieron a las 7 am).

Técnica de trasplante tumoral

Se utiliz6 la linea celular A549, originaria de un adenocarcinoma de pulmon humano. Para
inocular los ratones, se utilizo tejido tumoral de esta linea tumoral proveniente de otro ratén
que fue trasplantado previamente con dicho tejido. Se obtuvieron los fragmentos del mismo
de aproximadamente 3 mm’ que se transfirieron a aproximadamente 10 ml de Medio

Minimo Escencial (MEM) antes de ser inoculados en el flanco derecho o izquierdo



29

utilizando un trocar.

Para el procedimiento los ratones se anestesiaron con ketamina/xilacina en dosis de 100-10
mg/kg i.p., respectivamente. No se les realizd ayuno previo y la temperatura ambiente se
mantuvo a 25°C para prevenir la hipotermia. La analgesia intraoperatoria se proveyo
mediante la xilacina (administrada para la anestesia) y 1% de lidocaina aplicada en el sitio
de la inoculacion. Como este fue un procedimiento menor, s6lo se administré una unica
dosis de tramadol (10mg/kg) antes de que termine el procedimiento y se realizdé un
seguimiento de los animales con el fin de evitar el sufrimiento innecesario de los mismos.
La cirugia se realiz6 en un flujo laminar con materiales quirtirgicos esterilizados mediante
autoclave de vapor. Antes de comenzar el procedimiento, la piel se limpié con iodo-
povidona. Se efectud una incision pequefia (de aproximadamente 0,4 cm) en el flanco y
posteriormente se realizd un tunel subcutaneo de aproximadamente 1,5 cm antes de
depositar el fragmento tumoral.

Debido a que so6lo se realiz6 una incision pequeiia, los margenes de la herida quirargica
permanecieron cerca y por consiguiente, no fue necesario suturarla. La duracion total del
procedimiento fue de aproximadamente 5 minutos y posteriormente, los ratones
permanecieron sobre una almohada térmica hasta que se recuperaron de la anestesia. Se
administr6 oxigeno, en caso de ser necesario, ante la presencia de mucosas ciandticas.

Los animales se supervisaron diariamente hasta la finalizacion de cada experimento para
controlar posibles complicaciones del procedimiento quirargico y signos de sufrimiento
tales como: condicion corporal, complicaciones asociadas a la herida quirtrgica (presencia
de inflamacidn, necrosis, drenaje de fluidos o supuracidn), apariencia general del ratén y

comportamiento (descargas nasales u oculares debidas a la falta de acicalamiento, presencia



30

de ratones durmiendo por fuera del nido, calidad del nido, aumento de la agresion),
cambios comportamentales debidos especificamente al crecimiento del tumor (marcha o
locomocion alterada, aumento del acicalamiento o nocicepcion en el sitio del tumor),

apariencia general de la piel; caracteristicas y tamafio tumoral.

Tamano tumoral

Los tumores se midieron con un calibre o con el nuevo método de medicion fotografico no
aversivo (descripto en los capitulos posteriores). Para determinar el volumen tumoral se
tomaron dos medidas a cada tumor: el didmetro mayor se consider6 el largo y el diametro
menor el ancho. Posteriormente, el volumen tumoral se calculd a partir de la féormula
modificada para la determinaciéon del volumen de un elipsoide [ x largo x ancho?]

(Tomayko y Reynolds, 1989).

Determinacion de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal

Las muestras se procesaron de acuerdo con el protocolo de Touma y col. (Touma y col.,
2004) con leves modificaciones: se pesd 0,1 g de materia fecal himeda, a la que se les
agregd 1 ml de metanol al 80%. Las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente
(21°C) durante 120 minutos en agitador orbital. Una vez transcurrido ese tiempo, las
muestras se agitaron en vortex durante 10 segundos y finalmente, se centrifugaron a ~500 g
durante 20 minutos, a fin de separar los detritos. El sobrenadante se almacen6 a -20°C hasta

su posterior procesamiento.
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Se realizaron inmunoensayos enzimaticos (EIA) sobre diluciones seriadas de un pool de
extractos de materia fecal, obteniendo curvas de desplazamiento paralelas a la curva de
estandares correspondiente a la hormona de interés (1>=0,96). Se establecio, de esta manera,
que la dilucion adecuada para la determinacién de los metabolitos de corticosterona
presentes en las muestras, era de 1:11. Por lo cual, una alicuota del sobrenadante fue diluida

con buffer fosfato (pH 7) previo al dosaje.

La concentracion de metabolitos de corticosterona presentes en los extractos fecales se
determind utilizando la técnica de EIA con un anticuerpo policlonal y sus correspondientes
conjugados de peroxidasa para la deteccion de corticosterona (corticosterona CIMO006,

Department of Population Health and Reproduction, Coralie Munro, UC Davis, CA, USA).

Los inmunoensayos fueron realizados de acuerdo a la técnica descripta por Munro y Lasley
(Munro y Lasley, 1988). Para ello se utilizaron microplacas de fondo plano (Nunc
Maxisorp, VWR, Mississauga, ON, Canada) recubiertas con 50 pl de anticuerpo diluido en
solucion buffer de recubrimiento (50 mM de buffer bicarbonato, pH 9.6, dilucién 1:15000);
las placas luego se cubrieron con selladores de acetato para evitar la evaporacion, y se
incubaron durante la noche a 4°C. Luego de 16-24 horas, a fin de eliminar las moléculas de
anticuerpo no unido, las placas fueron lavadas con una solucion de Tween 20 al 0,02 %
utilizando un lavador automatico de microplacas (Bio-Tek Elx 50 V, Bio-Tek Instruments).
Inmediatamente después del lavado, se afnadieron por duplicado a la microplaca 50 pl de
los extractos fecales, de los estandares y de los controles, seguido por la adicion de 50 pl
del conjugado de peroxidasa correspondiente a la hormona de interés (dilucion 1:70000). A

continuacion, las placas se cubrieron e incubaron a temperatura ambiente (21°C) durante 2
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hs en agitador orbital. Posteriormente, éstas se lavaron y secaron con papel secante,
agregando inmediatamente 100 pl de solucion sustrato (50 mM de citrato, 1,6 mM de
peroxido de hidrogeno, 0,4 mM de 2,20-azino-di-(3-etilbenzotiazolin sulfénico) sal de
diamonio, pH 4). Finalmente, se midi6 la absorbancia a 405 nm utilizando un lector de
microplacas (Thermo Electron Corporation, USA). La sensibilidad del ensayo fue de 0,078

ng/ml.

Disefno experimental

Experimento 1

Determinacion de variables comportamentales y fisiolégicas en hembras nude. Para este
experimento se utilizaron 58 hembras nude. En cada uno de los periodos de tiempo
indicados (15-30-45 dias postrasplante) se procedi6 a realizar una serie de pruebas segun la
siguiente cronologia: primero se llevd a cada raton individualmente a una caja idéntica a la
que habitan normalmente con lecho de marlo de maiz, donde se filmé el comportamiento
espontaneo durante 20 minutos, cada raton permanecié alojado individualmente en esa
misma caja y en la tltima hora de ese mismo dia se colocaron los dos discos de algodon. Al
dia siguiente, luego de analizar la calidad del nido y la condicidon corporal se realizéd el
“burrowing test” y al finalizar, se recolectaron todos los pellets de materia fecal de cada
caja. Al finalizar se volvieron a juntar manteniendo los grupos originales. A los 45 dias
postrasplante se realizd6 misma secuencia pero ademas al finalizar se agregaron dos nuevos
test que se hicieron los dias siguientes: el “Novelty Supressed Feeding (NSF)” test y el

“Urine Sniffing (US)” test. Al finalizar se sacrificaron los ratones mediante inhalacion de
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hemograma mediante puncion cardiaca.
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después se recolectd sangre para realizar el
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Figura 2.1. Linea temporal del experimento 1.

Experimento 2

Determinacion de variables comportamentales y fisiolégicas en machos nude (Figura 2.2).
Se tuvo que utilizar un disefio experimental distinto ya que en animales adultos de este
género se producen peleas cuando se alteran los grupos. A los 45 dias se procedid a
realizar, en 40 machos nude, los distintos ensayos de forma similar a como se realizaron
con las hembras: primero se llevd a cada raton individualmente a una caja idéntica a la que
habitan normalmente con marlo de maiz, donde se filmo6 el comportamiento espontaneo
durante 20 minutos, en donde también se evaluo la condicidon corporal. Los dias posteriores
se realizaron las siguientes pruebas en dias sucesivos: el “burrowing test”, el “Novelty
Supressed Feeding” (NSF) test (en donde también se recolectaron los pellets de materia
fecal para determinar la concentracion de los metabolitos de la corticosterona) y el “Urine
Sniffing” (US) test. Al finalizar se sacrificaron los ratones mediante inhalacion de didxido

de carbono.
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Figura 2.2. Linea temporal del experimento 2.

Experimento 3

Evaluacién del bienestar de ratones nude machos y hembras mediante la técnica de sesgo
cognitivo (Figura 2.3). Se utilizaron 19 machos y 22 hembras nude, la mitad de los cuales
recibieron el trasplante tumoral y permanecieron alojados en grupos de cinco animales por
caja hasta los 30 dias pos-trasplante. Transcurrido dicho periodo se procedid a entrenar a
los ratones para discernir los distintos estimulos que se les presentaron en la técnica de
sesgo cognitivo. A los 16 dias de comenzado dicho entrenamiento se expuso a los animales
al estimulo ambiguo para poder inferir su estado emocional a partir de la interpretacion de

dicho evento.

0 dias 30 dias 46 dias
Trasplante Inicio entrenamiento Exposicion al
tumoral estimulo ambiguo

Figura 2.3. Linea temporal del experimento 3.
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Experimento 4

Comparacion del bienestar en 20 ratones hembra con trasplantes tumorales subcutdneos
utilizando dos técnicas de medicion de tumores (Calibre vs el Método Fotografico de
Medicion no Aversivo) mediante el andlisis del efecto inmediato que tuvieron ambos
métodos sobre la glucosa sanguinea y el comportamiento en una prueba para evaluar
estados de ansiedad. Ademas al finalizar se evalué la variabilidad intra-observador de

ambos métodos y se los compard con un método de referencia (Figura 2.4).

0 dias 4°semana 5°semana 6°semana Peso tumoral v
volumen de
J |:| [l desplazamiento
de agua
Trasplante Glucemia NSF test Variabilidad
tumoral (post-medicion) (post-medicién) intra-observador

Figura 2.4. Linea temporal del experimento 4.

Experimento 5

Evaluacion del efecto a largo plazo sobre el bienestar de ratones nude con trasplantes
tumorales subcutaneos utilizando dos técnicas de medicion de tumores, Calibre vs el
Método Fotografico de Medicion no Aversivo (Figura 2.5). Se utilizaron 20 hembras y 16
machos nude. Se evalud a lo largo de cuatro semanas el efecto inmediato que tuvieron
ambas técnicas sobre la interaccion voluntaria de los ratones con el experimentador y en los

metabolitos de la corticosterona en materia fecal (esta tiltima 24 horas post-medicion).
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Figura 2.5. Linea temporal del experimento 5.

Experimento 6

Refinamiento de las condiciones de alojamiento en ratones nude con trasplantes tumorales
subcutaneos: efecto sobre el desarrollo tumoral (Figura 2.6). Se evalu6 a lo largo de cinco

semanas, en 20 hembras y 20 machos nude, el volumen tumoral en ratones alojados en

cuatro tipos de condiciones ambientales.

0 dias 30 dias 44 dias 51 dias 58 dias 65 dias
Peso raton,
J |:| |:| |_| [l L bazo, tumor
Inicio Trasplante - Pesoraton - Pesoraton - Pesoraton - Pesoraton
enriquecimiento tumoral - Volumen tumoral _ Vplumen tumoral - Volumen tumoral - Volumen tumoral
ambiental (MFnoA) (MFnoA) (MFnoA) (MFnoA)

Figura 2.6. Linea temporal del experimento 6.

Analisis estadistico

Para realizar los calculos estadisticos se utilizaron los programas R 3.3.0, RSstudio (2016)

e InfoStat (2015).

Transformacion de datos:
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- Datos cuantitativos continuos: se evalud la normalidad de los mismos mediante la
prueba de normalidad de Shapiro-Wilks. En caso de que valores no hayan sido normales se
realizd una transformacion logaritmica de los mismos.

- Datos cuantitativos discontinuos: para evitar el sesgo que produce la distribucion
de Poisson en estas variables, los valores comportamentales se transformaron utilizando la
raiz cuadrada: [V (x+1)].

En caso de que la transformacion de los datos no haya permitido alcanzar la normalidad de
los mismos, se procedio a analizar las distintas variables con metodologias no paramétricas.

Las mismas se describen para cada caso en particular.

Aspectos éticos

Los trabajos de experimentacion realizados en el marco de esta Tesis Doctoral fueron
aprobados por el Comité para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL)
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (FCV-
UNLP), con el nimero de protocolo 42-1-14T. Ademas, se adhiri6 con la Guia para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (“The Guide”) (Institute of Laboratory
Animal Resources Committee, 2011) y la Guia para el Uso y Bienestar de los Animales en

Investigacion en Cancer (Workman y col., 2010c).
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Evaluacion del bienestar animal mediante
indicadores fisioldgicos

La salud y el funcionamiento apropiado de los distintos sistemas del cuerpo fueron (y
continuan siendo) un conjunto de indicadores utilizados para evaluar el bienestar animal
(Fraser, 2008). De esta forma, el compromiso de la integridad fisica debido a
enfermedades, heridas o alteraciones morfoldgicas es una metodologia sencilla para
reconocer y cuantificar una disminucién en el mismo (Dawkins, 2006). Ademas, la
determinacion del estatus sanitario y del punto final humanitario mediante indicadores
practicos, rapidos y no invasivos es imprescindible para los experimentos en los que se
utilizan animales de laboratorio (Ullman-Culleré¢ y Foltz, 1999). El peso se corresponde a
uno de estos indicadores, y en las guias de recomendaciones en investigacion oncologica
una disminucion de este parametro por encima del 20% es indicador de eutanasia
(Workman y col., 2010c). Sin embargo, el desarrollo tumoral puede ser un factor de
confusion por lo que la condicidn corporal podria ser un parametro mas confiable cuando se

desea analizar como vario el peso en funcion del tiempo.

Conjuntamente con los indicadores de salud fisica, la respuesta de estrés constituye otro
indicador clésico cuando se desea evaluar el estado de un animal en relacién al medio que
lo rodea. Esto es debido a que el estrés es un término empleado para describir tanto a
aquellos factores que requieren mecanismos de adaptacion como la respuesta del organismo
a esos desafios (Morméde y col., 2007). De esta forma, el término “estrés” muchas veces

genera confusiones en su definicidn ya que se utiliza para describir el estimulo que genera
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la respuesta, la respuesta propiamente dicha y la experiencia subjetiva asociada a la
respuesta de estrés (Levine y Ursin, 1991). La magnitud depende por un lado de las
expectativas que fueron adquiridas a lo largo de la vida del animal y por el otro del abanico
de respuestas que dispone el individuo. El estrés propiamente dicho es una respuesta de
alarma, esto es, un incremento en la activacion de los sistemas involucrados para generar
una respuesta apropiada a los distintos desafios. Por lo tanto, dicha reaccion es
imprescindible para la supervivencia y sélo genera efectos patologicos cuando ésta es

sostenida a lo largo del tiempo (Eriksen y col., 2005).

La respuesta de estrés esta conformada principalmente por dos elementos: el sistema
simpatico-adrenomedular (SAM) y el sistema hipotdlamo-hipofisis-adrenal (HPA) (Moberg
y Mench, 2000). De esta forma, la activacion del sistema nervioso auténomo ante un
estimulo estresante afecta una serie diversa de sistemas biologicos, que incluye los sistemas
cardiovascular y digestivo, las glandulas exdcrinas y la médula adrenal. Como resultado, se
generan cambios por ejemplo en la presion sanguinea, la frecuencia cardiaca, el
metabolismo de la glucosa y la actividad gastrointestinal. Sin embargo, debido a que estos
cambios son de corta duracion, podria asumirse que el efecto que tiene a largo plazo la
activacion del SAM sobre el bienestar animal no seria significativo (Moberg y Mench,
2000). Por el contrario, las hormonas secretadas por el sistema HPA generan efectos
extensos y a largo plazo en el organismo. Asi, practicamente todas las funciones bioldgicas
se ven afectadas por el estrés, e incluyen la respuesta inmune, la reproduccion, el
metabolismo, el comportamiento, entre otras (Moberg y Mench, 2000). El mismo

constituye el eje hormonal més estudiado y consecuentemente, los cambios en la
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circulacion plasmatica de los glucocorticoides hormonales (cortisol o corticosterona, segun
la especie) muchas veces se han equiparado con la respuesta de estrés. Sin embargo,
también se ha descripto que la secrecion de otras hormonas tales como la prolactina y la
hormona de crecimiento son igualmente sensibles ante un estresor. Igualmente, tanto la
hormona liberadora de tirotropina (TSH) como las gonadotrofinas (luteinizante-LH y
foliculo estimulante-FSH) estan moduladas directa o indirectamente por el estrés (Moberg

y Mench, 2000).

En particular la corticosterona, el principal glucocorticoide en roedores, se libera segun el
ritmo circadiano, con picos maximos durante las primeras horas del periodo de oscuridad y
minimos las primeras horas del ciclo luminico (Atkinson y Waddell, 1997). Sus
metabolitos fecales presentan la misma curva de liberacion, pero con un retraso de entre 6 y
9 horas (Cavigelli y col., 2005). Esta curva puede verse alterada, aumentando su liberacion,
ante una situacion de estrés agudo (Zimmermann y Critchlow, 1967). Asi, el efecto
biologico inmediato presente en los desafios agudos fue extensamente estudiado, y la
respuesta de alarma generada ante la mayoria de los estresores activa los sistemas de forma
relativamente estandarizada. Sin embargo, si el estimulo se sostiene por un tiempo lo
suficientemente prolongado, los niveles sistémicos de corticoides regresan al nivel basal
aunque se detecte una activacion sostenida del eje HPA (Linklater y col., 2010). Debido a
que la mayoria de los factores que atentan en contra del bienestar de los animales de
experimentacion son de tipo cronico, se deberia atender principalmente a elucidar los
mecanismos de readaptacion que produce el organismo (Korte y col., 2007). De esta forma,

aquellos animales que deben enfrentar situaciones que sobrepasan sus capacidades de
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adaptacion pueden llegar a desarrollar ulceras gastricas, hipertension, falla cardiaca,

inmunosupresion y cambios en la bioquimica del cerebro (Ursin y Eriksen, 2010).

Materiales y métodos

Tamano tumoral

Los tumores se midieron a los 15, 30 y 45 dias utilizando un calibre tal como fue descripto

en el capitulo anterior.

Condicion corporal

La condicion corporal (CC) se determind segun la escala propuesta por Ullman-Culleré
(1999), que consiste en la division en cinco grupos segun distintas caracteristicas fisicas

(Imagen 3.1), que se describen a continuacion:

e C(C 1: el ratén esta emaciado, las prominencias dseas se observan facilmente con
muy poca o ninguna cobertura muscular, se observa claramente la segmentacion de
las vértebras.

e CC 2: el raton estd sub-nutrido, la segmentacion de la columna es evidente, los
huesos dorsales de la pelvis son palpables

e CC 3: estado nutricional ideal, las vértebras y los huesos dorsales de la pelvis no
son prominentes pero se palpan con una leve presion

e (CC 4: levemente por encima del peso ideal, no se observa la segmentacion de las

vértebras y €stas son palpables sélo utilizando una presion firme
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e (CC 5: el animal estd obeso, desaparece la estructura 6sea por debajo de los

musculos y la grasa subcutanea.

CC5

e,

CC1 CcC2 CC3

= 09

(g} ri‘s
NN

N

Imagen 3.1. Condicion corporal en ratéon (CC 1-5). Adaptado de Ullman-Culleré y Foltz, 1999

Determinacion de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal

Para la obtencion de materia fecal para el analisis de los metabolitos de la corticosterona, se
colocaron a los ratones (en los diferentes puntos de tiempo) individualmente en una caja
limpia con lecho de marlo de choclo. Trascurridas 24 hs se recolectaron todos los pellets de
materia fecal y se mantuvieron a -20°C hasta su analisis mediante la técnica que fue

descripta en el capitulo anterior.

Hemograma

Transcurridos los 45 dias, se tomaron al azar 5 hembras por grupo para realizarles un
hemograma. Para este propdsito las mismas se sacrificaron mediante la inhalacion con CO,
e inmediatamente se extrajo 0,5 ml de sangre mediante puncién intracardiaca en un tubo

con anticoagulante. Las muestras se mantuvieron refrigeradas y se enviaron
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inmediatamente para su analisis al Servicio Central de Laboratorio del Hospital Escuela de

la Facultad de Cs Veterinarias de la UNLP.

Andlisis estadistico

Se analizaron las diferencias en el desarrollo tumoral entre machos y hembras para cada
punto de tiempo mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Los datos obtenidos
en el hemograma fueron analizados mediante Analisis de la Varianza (ANOVA). Para el
caso de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal, el sexo y el grupo fueron

agregados como factores en el ANOVA.

Resultados

Todos los ratones presentaron una condicion corporal de 3 a lo largo del periodo
experimental. Los volimenes tumorales a lo largo del tiempo pueden verse en el grafico
3.1. No hubo diferencias en el desarrollo tumoral entre sexos a los 15 dias post-inoculacion
(W=161; p=0,209), pero si existieron en los dos periodos de tiempo posteriores (a los 30

dias: W=138; p=0,046 y a los 45 dias postrasplante: W=125; p=0,015).
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Grafico 3.1. Tamafio tumoral en machos y hembras a los 15, 30 y 45 dias postrasplante

Se obtuvieron muestras de materia fecal tanto en machos como en hembras a los 45 dias
pos-trasplante para realizar el analisis de los metabolitos de la corticosterona. Los
resultados obtenidos, asi como el analisis estadistico posterior pueden observarse en la tabla

3.1. Al respecto, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos.
Grupo Sexo Media D.E. Estadistico p-valor
Hembras 59,63 19,60
Control
Machos 59,05 10,28 Fosa=
’ 0,622
Hembras 62,54 30,03 0,48
Tumor
Machos 48,85 13,35

Tabla 3.1. Concentracion de los metabolitos de la corticosterona 45 dias postrasplante
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Finalmente, se obtuvieron muestras de sangre en hembras, principalmente para analizar
posibles diferencias en la funcidon inmune asociadas al desarrollo tumoral. Los resultados

pueden observarse en la tabla 3.2.

Media + D.E.
Parametro Estadistico p-valor
Control Tumor
Hematocrito (%) 4420+ 4,15 43,20+ 4,15 Fa9=0,15 0,719
Solidos totales
6,24+ 0,17 6,32+ 0,44 Fi9=0,15 0,718
(g/dn)
6800000 + 7812000 +
Hematies (total/pl) Fq.9=0,55 0,480
2962262 767932
Hemoglobina (%) 14,48 + 1,31 14,06 + 1,21 F.0=0,28 0,612
H.CM 18,13 +0,72 18,02 + 0,50 F.9=0,08 0,972
V.C.M. (fL) 55,29 + 1,20 55,31 +0,74 F1.9= 0,00 0,927
C.H.C.M. (%) 32,78 + 1,04 32,58 + 0,87 Fi9=0,11 0,746
Plaquetas 954200 + 1322600 +
F.9= 3,46 0,1001
(total/pl) 421494 136756,35
Leucocitos
11160 + 6493 9360 + 5311,59 F9=0,23 0,644
(total/pl)
Neutrofilos en 102,60 +
45,60 + 78,81 F.9=0,52 0,489
cayado (total/pl) 157,44
Neutrofilos
4107,20 +
segmentados 2622,20 + 1520 Fao=1,37 0,275
2397.45
(total/pl)
Eosinofilos 0 0 - -
Basofilos 0 0 - -
7838,8 + 5146,4 + 3869,
Linfocitos F(l,g): 0,75 0,412
5781,53 01
120,40 +
Monocitos 60,80 + 86,27 F1,0=0,95 0,357
105,66

Tabla 3.2 hemograma en hembras con y sin trasplante tumoral y valores estadisticos asociados a dichos datos.
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Discusion

En el presente capitulo se analizaron las diferencias a nivel fisiologico que pudieron
haberse desarrollado producto del crecimiento tumoral. Ademas, se analizdé como influyo el
sexo en el volumen tumoral siendo éste el dato mas relevante que se obtuvo a partir de estas
primeras inferencias. De esta forma, se observéd que a partir de los 30 dias pos-trasplante y
hasta el final de la experiencia, el desarrollo tumoral en las hembras fue mayor que en los
machos. Si bien los mecanismos por los cuales se pudo haber generado dicha variacion
exceden los alcances de esta tesis doctoral, en trabajos previos en los que se utilizéd la
misma linea tumoral (A549) se observé que los estrogenos aumentaron la proliferacion
celular y la angiogénesis (Jarzynka y col., 2006), dos elementos que claramente
contribuyen a aumentar el tamafio tumoral. Inclusive, en humanos las mujeres son mas

susceptibles a desarrollar neoplasias en pulmon que los hombres (Verma y col., 2011).

Con respecto a los otros parametros analizados no se observaron diferencias relevantes. Asi
por ejemplo, la condicion corporal se mantuvo estable a lo largo de todo el periodo de
tiempo. De la misma forma, no hubo diferencias significativas en la concentracion de los
metabolitos de la corticosterona en materia fecal, ni tampoco en las células de la respuesta
inmune contabilizadas en el hemograma. Esto posiblemente se debid a que la percepcion
del animal del estresor no fue lo suficientemente relevante, lo que se pudo haber
correspondido con el crecimiento lento de esta linea celular. La respuesta de estrés, que fue
considerada en principio como un concepto puramente fisioldgico (Selye, 1936), se
desencadena por factores psicologicos: el animal no se estresara si percibe la amenaza en su

ambiente como tal, esté¢ esta presente o no; y la inespecificidad de la respuesta de estrés
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descripta por Selye se debe principalmente a que los distintos estresores desencadenan las

mismas respuestas emocionales (Veissier y col., 2012).

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos se puede descartar una alteracion significativa en los
parametros fisioldgicos debidos al desarrollo tumoral. Ademas, dadas las diferencias entre
sexos podria inferirse que las hembras serian un mejor modelo animal para desarrollar en el
laboratorio cuando se necesitan altas tasas de crecimiento tumores ya que esto podria

facilitar la deteccion del efecto citotdxico de nuevas drogas antineoplésicas.
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Evaluacion del bienestar animal mediante
indicadores comportamentales

En el capitulo anterior, se evaluaron indicadores clasicos de bienestar animal, en los cuales
se asume que la alteracion de la homeostasis (en este caso debido a la presencia de la masa
tumoral), puede llegar a dificultar la habilidad del animal para lidiar con las distintas
amenazas ambientales y por lo tanto, disminuir su bienestar. Sin embargo, una de las
mayores dificultades que se presentan con este tipo de indicadores corresponde a que las
mismas no nos revelan como el animal percibe dichas alteraciones. Asi, la respuesta
homeostatica puede llegar a ser lo suficientemente eficiente como para que el animal no sea
consciente del evento injuriante que estd sucediendo en su propio cuerpo. Por otro lado,
también hay que considerar que la aparicion de signos clinicos asociados a estados
patologicos puede ser sutil o inexistente, debido a la poca manifestacion de signos de
debilidad que se produce en esta especie (Matsumiya y col., 2012). De esta forma, los
signos clinicos evidentes de sufrimiento, tales como los descriptos en las guias de
recomendaciones para la investigacion en cancer (Workman y col., 2010) aparecen cuando
los animales presentan un sufrimiento inaceptable para los estdndares regulatorios y por lo
tanto exigen una intervencion inmediata del profesional veterinario para aplicar el punto

final humanitario.

Manifestaciones mas sutiles de dolor (antes de presenciarse los signos clinicos de

sufrimiento que requieran la aplicacion del punto final humanitario) pueden llegar a
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presenciarse en los roedores de laboratorio por ejemplo en modelos ortotdpicos
pertenecientes a estudios oncologicos (Roughan y col., 2004). Sin embargo, estos signos
han sido inexistentes cuando se han evaluado las manifestaciones comportamentales de los
signos de dolor en modelos heterotopicos de trasplantes subcutaneos (Miller y col., 2016).
Ademas, todavia no se han utilizado indicadores comportamentales mas modernos como las
expresiones faciales en modelos de dolor oncoldgico en ratones (Langford y col., 2010).
Uno de los principales inconvenientes que se desprenden del anélisis comportamental de
este modelo animal radica en que, de provocarle dolor al animal, este seria de tipo crénico
(Whittaker y Howarth, 2014) y por lo tanto, su inicio deberia ser paulatino para irse
incrementando a medida que progresa el desarrollo tumoral. La ausencia de cambios
abruptos en el comportamiento podria ser uno de los factores que impidan una deteccion
temprana en la reduccidén del bienestar. Inclusive, este aumento paulatino de la masa
tumoral podria generar que los animales no la perciban como una amenaza a su integridad
fisica y por lo tanto, la respuesta de estrés asociada a dicho desarrollo podria no

desarrollarse en absoluto (Mason, 1971).

Los comportamientos que pueden observados de forma sencilla y no invasiva pueden ser
indicadores mdas sensibles del estado interno de un animal, comparados con las
herramientas clésicas de control clinico. Las observaciones en la caja donde normalmente
habitan los ratones son particularmente ventajosas ya que implican un minimo estrés del
animal y por lo tanto consiguen reducir los efectos indeseados que pueden desencadenarse

a partir de las pruebas comportamentales clésicas tales como estrés generado por la
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novedad, analgesia inducida por el estrés, y otros cambios en la fisiologia y en el

comportamiento causados por el ambiente desconocido (Jirkof, 2014).

Entre estos, existen comportamientos especificos de especie que el animal esta
intrinsecamente motivado a realizar, mas alla que las necesidades fisiologicas asociadas a la
funcion de cada comportamiento se encuentren satisfechas, que se conocen como
necesidades comportamentales (Duncan, 1998). El grado de motivacion de estos
comportamientos en un momento dado esta determinado por una combinacion entre el
estado fisioldgico y los estimulos externos presentes, y determina la probabilidad y la
intensidad con la que los animales ejecutardn un comportamiento (Mason y Burn, 2011).
Pareciera que las emociones juegan un rol preponderante en el desarrollo de las necesidades
comportamentales (Mason y Burn, 2011). Asi, en el proceso inconsciente de toma de
decisiones, la busqueda de estados placenteros ocurre simultaneamente mientras se evitan
situaciones que puedan provocar dolor o sufrimiento, a partir de circuitos neuronales de
dolor y placer que poseen multiples puntos de encuentro (Leknes y Tracey, 2008).
Mediante la utilizacion de pruebas de comportamiento se puede inferir como un animal
evalua su propia situacion y adapta su comportamiento para seleccionar la respuesta mas
eficiente (esto es, la mas gratificante) (Van der Harst y Spruijt, 2007). El resultado de la
integracion de las experiencias positivas y negativas son las que determinan el estado de
bienestar de un animal. De esta forma, cuando las experiencias negativas sobrepasan a las
positivas el animal intentard compensarlas aumentando la sensibilidad a las recompensas
aunque finalmente el estrés cronico se desencadena en anhedonia (que es insensibilidad a

las recompensas, una caracteristica tipica de la depresion) (Van der Harst y Spruijt, 2007).
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En particular los comportamientos complejos e intrinsecamente motivados han demostrado
ser de utilidad para evaluar el dolor, el distrés y el sufrimiento de los ratones de laboratorio
(Jirkof, 2014). Esto es debido a que los mismos, al no ser esenciales para la supervivencia,
suelen ser los primeros en disminuir cuando los desafios ambientales amenazan la
integridad del individuo y por lo tanto su ausencia puede indicar una reduccion en el
bienestar (Boissy y col., 2007). Por ejemplo, la performance en la construccion del nido y
de la madriguera, han sido postulados (Jirkof, 2014) como dos de estos tipos de
comportamientos complejos que no son esenciales para la supervivencia en el ambiente del
laboratorio pero que si son imprescindibles para evitar a los depredadores, mantener la
temperatura corporal, mantener una reserva de alimentos, entre otras funciones, en los
animales silvestres (Latham y Mason, 2004; Deacon, 2012; Gaskill y col., 2013). Asi, se
observo una disminucién en la motivacion para realizar estos dos comportamientos tanto en
multiples estados patoldgicos como enfermedades infecciosas, enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, entre otras (Van de Weerd y col., 1997; Deacon y col., 2002; Deacon, 2012;

Jirkof, 2014).

Materiales y métodos

Burrowing test

Se utilizé6 un tubo de PVC de 200 mm de largo y 68 mm de didmetro, cerrado en un
extremo y elevado 30 mm en el otro mediante tornillos de 50 mm de largo (Imagen 4.1).
Este tubo se llend con 200 gr de pellets de alimento y se coloco en la caja donde se

mantienen los animales. La prueba consistio en pesar el alimento extraido del tubo luego de
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2 horas de haber sido ubicado el dispositivo (Deacon, 2006).

Imagen 4.1. Burrowing test.

Nesting

Para la evaluacion de la calidad del nido se utiliz6 una adaptacion del protocolo de Deacon
(2006) en el que se colocaron en la caja dos discos de algodon al final de la fase luminica.
La calidad del nido producido se evalué al principio de la siguiente fase luminica usando

una escala cualitativa del 1 al 4, que se describe en las siguientes imagenes (Iméagenes 4.2-

4.3).



Imagen 4.3. Nido calidad 2. Mas del 10% de la superficie de los discos de algodon modificada.
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Imagen 4.5. Nido calidad 4. Mas del 90% de la superficie de los discos de algodén modificada.
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Frecuencias comportamentales en la caja

Para la determinacion de las frecuencias comportamentales se utilizo la técnica de animal
focal en la que se efectud un registro continuo de todas pautas de comportamiento que
realizaron en un periodo de 20 minutos. Las observaciones se realizaron inmediatamente
después de colocar a cada raton individualmente en una caja limpia con lecho de marlo de
maiz, mediante la filmacioén de dicho periodo y posterior andlisis de los videos obtenidos.

Los comportamientos que se analizaron fueron:

Elevarse: el raton lleva el peso de su cuerpo hacia los miembros posteriores, despega del
piso los miembros anteriores y direcciona la cabeza hacia arriba.

Escavar: desplazamiento de la cama hacia atras utilizando movimientos alternados de los
miembros anteriores y posteriores.

Empujar: desplazamiento de la cama hacia adelante utilizando los miembros anteriores
mientras se desplaza hacia adelante.

Saltos tipo “pochoclo’: saltos espasmodicos con los cuatro miembros en el que los mismos
se despegan del piso al mismo tiempo. Puede ir acompanado de movimientos latero-
laterales de la cabeza y la porcion anterior del tronco.

Acicalarse: el raton lame su piel, o desplaza los miembros anteriores por sobre la superficie
anterior del cuerpo antes o después de lamerse las manos y antebrazos, o se rasca con
cualquiera de los miembros.

Sacudirse: movimiento latero-lateral de la cabeza que puede ir acompafiado también de

movimientos latero-laterales de la porcion anterior del cuerpo.
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Defecar/orinar: Expulsion de pellets de materia fecal o de orina. Cuando orina, el animal

permanece inmdévil mientras desciende la parte posterior del cuerpo.

Test “Novelty Suppress Feeding Test” modificado

Esta prueba utiliza el conflicto potencial entre dos motivaciones contrapuestas presentadas
en un campo abierto: el hambre, generalmente inducido por un periodo de ayuno de
maximo 18 horas, que estimula a que el raton se acerque a la fuente alimenticia, y la
ansiedad que le genera separarse de los bordes de la caja (lugar donde se sienten mas
confortables debido a la thigmotaxis, es decir, la preferencia por tener su superficie corporal
en contacto con otros objetos) para aventurarse hacia el centro de la arena donde se coloca

el alimento (Samuels y Hen, 2011).

Como consecuencia, se obtiene como dato comportamental principal el periodo de latencia
desde que el animal es colocado en el campo abierto hasta que ingiere el alimento mientras
se sienta sobre sus ancas y lo sujeta con sus miembros anteriores. Adicionalmente, se
pueden recolectar otras variables de comportamiento que se producen en el tiempo mientras
el animal estd en la prueba, tales como como la frecuencia en que orina o defeca (Hall,

1934).

Con el objetivo de evitar el estado afectivo negativo que puede llegar a provocar la
deprivacion del alimento, se utilizé la version modificada del test en el que se reemplaza la
misma por un item palatable (almendras). La prueba tuvo una duracion de 300 segundos.

En ella se colocaron a los animales en una esquina de una arena que contenia el item
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palatable en el centro y se contabilizé la cantidad de segundos que demoraron en ingerir

dicho alimento (Imagen 4.6)

Imagen 4.6. Novelty-Suppressed Feeding Test

“Urine Sniffing (US) Test”

Los comportamientos que buscan estimular los circuitos de recompensa en el cerebro
(“Reward-seeking behaviors”) se definen como aquellos que generan un acercamiento
hacia la fuente gratificante y pueden ser medidos por el mismo acercamiento, por los
comportamientos consumatorios o por las reacciones afectivas que desencadenan
(Malkesman y col., 2010). El “Urine Sniffing (US) Test” es un tipo de prueba para medir
este tipo de comportamientos que no requiere un aprendizaje previo por parte del animal,

sino que se basa en el interés que poseen los roedores por las feromonas presentes en la
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orina del sexo opuesto. Se utilizoé una version modificada del test propuesto por Malkesman
(Malkesman y col., 2010), ya que no solo se implement6 para evaluar el interés de los
machos por la orina de la hembra en celo sino que también se empled para evaluar el
interés de las hembras por la orina del macho. Debido a que la orina de ambos sexos posee
gran cantidad de informacion referente a la identidad de cada individuo (Beynon y Hurst,
2004), se infiri6 que la presencia de olores provenientes de un individuo desconocido
motivaran el interés de ambos sexos por obtener nueva informacion del ambiente. Ademas,
se ha descripto que una feromona presente en la orina de los ratones macho resulta atractiva

para las hembras a partir de que éstas entran en la pubertad (Roberts y col., 2010).

Para la realizacion de esta prueba se depositaron 50 pl de orina proveniente del sexo
opuesto en un algodén que se colocd dentro en una celdilla para tomar muestras de
necropsia. Esta celdilla se adhiri6 a la pared de una caja idéntica a la que utilizaron los
ratones con lecho de marlo de maiz limpio. Posteriormente se colocaron los ratones de a
uno en la caja y se contabilizaron los segundos que cada animal permaneci6 erguido con la

cabeza dirigida hacia la fuente odorifera en un periodo de 180 segundos (Imagen 4.7).
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Imagen 4.7. Urine Seeking Test.

Andlisis estadistico

Para evaluar el comportamiento espontaneo en la caja en las hembras se utilizaron modelos
lineales mixtos con el objeto de analizar la respuesta de cada animal a lo largo de los dias,
utilizando el paquete estadistico de R Ilme4 (Bates y col., 2015). La relacion entre la
frecuencia de cada pauta comportamental segun el grupo y el momento en que se realizo la
filmacion fue calculado como: Imer(frecuencia ~ grupo + dia + (1|ID)). Se agreg6 a todos
los modelos el intercepto para cada individuo (1]ID) como un efecto aleatorio y los valores
de probabilidad se obtuvieron utilizando la razén de verosimilitud entre el modelo completo
con cada uno de los efectos fijos. Para este fin en los ratones macho, se realizaron Analisis
de la Varianza (ANOVA) o el test no paramétrico de Kruskall-Wallis segun la normalidad
de los datos. Para el caso del US test, las diferencias entre grupos se evaluaron mediante un

ANOVA a dos vias, utilizando el grupo y el sexo como factores. Finalmente, la evaluacion
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de la calidad de nido, del burrowing test y del NSF test se realizo mediante la prueba de

Kruskal-Wallis.

Resultados

Frecuencias comportamentales en la caja

El andlisis de las frecuencias comportamentales en la caja donde normalmente habitan los
ratones se realizdé mediante la filmacion individual de cada ratéon durante 20 minutos, y el
andlisis posterior de dichos videos. A continuacion se resumen las frecuencias
comportamentales obtenidas en ratones nude hembra, a los 15, 30 y 45 dias postrasplante

(Tablas 4.1-4.7):

ELEVARSE

Dias Grupo Media D.E.
Control 136,37 40,91

15 dias
Tumor 146,53 27,46
Control 138,32 28,47

30 dias
Tumor 150,74 36,10
Control 158,58 31,53

45 dias
Tumor 160,84 39,63

Tabla 4.1. Frecuencia del comportamiento “ELEVARSE” a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante
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CAVAR

Dias Grupo Media D.E.
Control 26,42 20,61

15 dias T?;rlnzor 18.11 1238
Control 18,42 11,29

30 dias T?;rlnzor 23.26 15.58
Control 14.47 8.49

45 dias Tcl)lrrlnroor 12.84 6.95

Tabla 4.2. Frecuencia del comportamiento “CAVAR” a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante

EMPUJAR
Dias Grupo Media D.E.
Control 9,74 10,35
15 dias
Tumor 14,42 8,59
Control 6,53 6,74
30 dias
Tumor 7,47 6,57
Control 13,53 8,19
45 dias
Tumor 17,00 11,97

Tabla 4.3. Frecuencia del comportamiento “EMPUJAR” a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante

Saltos tipo “POCHOCLO”

Dias Grupo Media D.E.
Control 20,26 18,55

15 dias
Tumor 21,11 22,30
Control 7,26 9,84

30 dias
Tumor 8,11 9,00
Control 2,32 2,54

45 dias
Tumor 5,26 10,60

Tabla 4.4. Frecuencia del comportamiento “Saltos tipo POCHOCLO” a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante
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ACICALARSE

Dias Grupo Media D.E.
Control 24,79 11,79

15 dias
Tumor 22,84 8,67
Control 23,00 11,86

30 dias
Tumor 24,47 8,60
Control 22,32 10,95

45 dias
Tumor 23,84 9,67

Tabla 4.5. Frecuencia del comportamiento “ACICALARSE” a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante

SACUDIRSE

Dias Grupo Media D.E.
Control 9,11 4,24

15 dias
Tumor 8,53 4,93
Control 7,58 6,06

30 dias
Tumor 8,63 4,62
Control 9,05 5,14

45 dias
Tumor 8,63 5,40

Tabla 4.6. Frecuencia del comportamiento “SACUDIRSE” a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante

DEFECAR/ORINAR

Dias Grupo Media D.E.
Control 2,05 1,87

15 dias
Tumor 2,89 1,88
Control 2,47 2,14

30 dias
Tumor 1,58 1,57
Control 1,84 1,30

45 dias
Tumor 1,68 1,45

Tabla 4.7. Frecuencia del comportamiento “DEFECAR/ORINAR” a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante
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A partir de los datos descriptos anteriormente, se realizaron los estadisticos
correspondientes para evaluar las diferencias entre cada pauta segin el grupo y el momento

en que se realizaron las observaciones (Tabla 4.8):

Estadistico p-valor Estadistico p-valor Comparaciones

C tamient
omportamiento (grupos) (grupos) (dias) (dias) (dias)
X*(2)=
ELEVARSE XX1)=1229 0,267 ; (() 1)3 0,226 -
Xz(l): X2(2): 15-30dias: 0,847
0,29 0,072 30-45 dias: 0,215
CAVAR 1,119 ’ 5,044 : .

15-45 dias: 0,067

15-30dias: 0,004

X2(2)= ’

10(2)7 0,005 15-45 dias: 0,055
5 30-45 dias: 0,661

EMPUJAR  X*1)=3,387 0,065

2/ 15-30dias: 0,002
EALTOS TIP(,), X*(1)=0,292 0,588 X2) <,001  15-45 dias: <0,001
POCHOCLO 22,564 30-45 dias: 0,262
X(2)=
ACICALARSE X*(1)=0,054 0814 0 i 6)2 0,921 -
X*(2)=
SACUDIRSE  X*(1)=0,007 0,929 A ; 1)5 0,115 -
X2(2)= 15-30dias: 0,001
DEFECAR  X*1)=0,086 0,769 1437 0,003  15-45 dias: 0,098

30-45 dias: 0,348

Tabla 4.8. Analisis estadistico de las distintas variables analizadas, incluyendo las diferencias entre los dias.
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La observacion de los comportamientos espontdneos en la caja en ratones nude macho se

realizd unicamente a los 45 dias pos-trasplante. A continuacion se resumen las frecuencias

comportamentales obtenidas junto con el analisis estadistico correspondiente (Tabla 4.9):

Pauta conductual Grupo Media D.E. Estadistico  p-valor
Control 249,20 37, 18 F(1,19)=
ELEVARSE 0,672
Tumor 242,00 36,42 0,18
Control 22,40 18,67 H=
CAVAR 0,40
Tumor 21,80 8,38 0,69
Control 22,70 13,61 F(17]9):
EMPUJAR 0,517
Tumor 20,40 21,08 0,44
SALTOS TIPO Control 2,60 1,84 F(1,19): 0.155
“POCHOCLO” Tumor 1,50 1,90 2,20 ’
Control 30,40 14,09 F(1,19):
ACICALARSE 0,392
Tumor 40,90 32,42 0,77
Control 14,10 6,37 Fa,19=
SACUDIRSE 0,092
Tumor 9,50 4,65 3,17
Control 3,70 2,58 F(l,lg):
DEFECAR 0,414
Tumor 4,30 1,77 0,70

Tabla 4.9. Frecuencia de los comportamientos descriptos en el etograma en machos nude 45 dias pos-

trasplante

Prueba de inhibicion de la alimentacion por la novedad “Novelty Suppress

Feeding (NSF) Test” modificado

Se evalu6 el comportamiento asociado a estados de ansiedad colocando al animal en un

campo abierto, y cuantificando cuanto tiempo demoraba en ingerir una almendra colocada
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en el centro de dicho lugar. El tiempo y el estadistico con su correspondiente valor de

probabilidad de presentan en la tabla 4.10.

Sexo Sexo Media (seg) D.E. Estadistico p-valor
Control 154,71 97,99
Hembras H= 0,01 0,902
Tumor 149,00 83,07
Control 204,20 92,76
Machos H=0,85 0,338
Tumor 231,70 95,60

Tabla 4.10. Segundos que demoraron en comer la almendra en la prueba NSF modificado

“Urine Sniffing (US)” Test

Con el objetivo de evaluar si la presencia del trasplante tumoral subcutdneo modifico el
interés por un estimulo con un alto valor hedonico (tal como la orina del sexo opuesto, un
fluido que le provee a los ratones una gran cantidad de informacion) se realizé el US test en

ambos sexos a los 45 dias de realizado el trasplante tumoral (Tabla 4.11).

Grupo Sexo Media (seg) D.E. Estadistico p-valor
Hembras 17,00 7,18
Control
Machos 19,55 8,04 F(l,gz):
>0,001
Hembras 13,10 7,31 16,63
Tumor
Machos 11,89 7,48

Tabla 4.11. Segundos que permanecieron oliendo el casete de necropsia en la prueba “UST”
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“Burrowing Test”

El analisis sobre la motivacion de los ratones por realizar las pautas conductuales asociadas
a la construccion de la madriguera fue realizada en tres puntos de tiempo en ratones hembra
(15, 30 y 45 dias) y tinicamente a los 45 dias en ratones macho. A continuacion se muestran

dichos valores en las tablas 4.12 y 4.13.

Dias Grupo Media (gr) D.E. Estadistico p-valor
15 Dias CTZ:;(? iéggi %Z; H= 0,04 0,839
30 Dias ii‘;;zl 3222 32:?2 H=0,09 0,761
45 Dias CTZ:;(? 11;‘;9779 gggi H=0,84 0,358

Tabla 4.12. Gramos de pellets removidos del tubo en la prueba “Burrowing test” en ratones nude hembra a
los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante.

Grupo Media (gr) D.E. Estadistico p-valor
Control 47,70 68,67

H=10,19 0,663
Tumor 45,10 60,20

Tabla 4.13. Gramos de pellets removidos del tubo en la prueba “Burrowing test” en ratones nude macho a los
45 dias pos-trasplante

“Nesting”

Debido a que la disrupcion de los grupos en ratones macho maés alla de la pubertad genera

peleas intensas entre los mismos, la evaluacion de la calidad del nido se realizo inicamente
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en las hembras a los 15, 30 y 45 dias pos-trasplante. La frecuencia de las distintas

categorias y el analisis estadistico posterior se presentan en la tabla 4.14.

CALIDAD DEL NIDO
1 2 3 4 Estadistico P-valor

15 dias pos-  Control 1 17 9 2
H=10,29 0,551

trasplante Tumor 4 15 7 3

30 dias pos-  Control 2 13 13 1
H=0,28 0,565

trasplante Tumor 2 12 11 4

45 dias pos-  Control 2 11 9 7
H=0,20 0,638

trasplante Tumor 3 9 14 3

Tabla 4.14. Frecuencias de la calidad de nido obtenidas en hembras a lo largo del tiempo luego de una noche.

Discusion

El objetivo de este capitulo fue exponer las posibles diferencias en el comportamiento entre
los ratones con y sin trasplante tumoral subcutdneo que podrian llegar a ser indicativas de
un bienestar deficitario en este modelo animal. Para lograrlo se analizo: (1) el
comportamiento espontaneo que se generd luego de colocar individualmente a cada raton
en una caja con las mismas caracteristicas a aquella en la que normalmente habitaba, (i1) el
comportamiento cuando se los expuso a una situacion desconocida (NSF test), (ii1) la
performance en dos pruebas comportamentales que explotan dos necesidades
comportamentales en esta especie (Burrowing test y calidad del nido) y (iv) el interés por la

orina del sexo opuesto.
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Con respecto a los comportamientos espontaneos observados en la caja donde normalmente
habitaban los animales, se detectaron diferencias estadisticamente significativas inicamente
en la comparacion entre los dias. La ausencia de diferencias entre tratamientos nos
permitiria inferir que la presencia del tumor no les indujo alteraciones en la movilidad y
tampoco en la motivacioén para realizar comportamientos asociados a la exploracion del
ambiente (elevarse, cavar), al autocuidado (acicalamiento) y al juego (saltos tipo
“pochoclo”). Se observd Unicamente una tendencia en la pauta empujar, en la que los
ratones con tumor tendieron a realizarla mas que los ratones sin tumor. Este
comportamiento lo expresan, ademds de para confeccionar el nido, para cubrir objetos que
naturalmente les generan ansiedad, tal como en el “Marble Burying Test” (De Boer y
Koolhaas, 2003). Por este motivo, y porque se ha demostrado que drogas ansioliticas lo
disminuyen (De Boer y Koolhaas, 2003), podria asociarse con un aumento leve de la
ansiedad al grupo con tumor. Con respecto a las otras variables comportamentales que
podrian asociarse con un aumento de la ansiedad, esto es la frecuencia de defecacion y de
acicalamiento, no se observaron diferencias estadisticamente significativas. La ansiedad es
la respuesta de un individuo a una amenaza potencial, por lo tanto si bien es imprescindible
para la supervivencia, su reduccion es deseable para mejorar el bienestar. Las experiencias
negativas provocan que el animal sea mas cauto en situaciones novedosas futuras, lo que se

manifestaria como una respuesta de ansiedad mayor (Cameron y Schoenfeld, 2018).

Se utilizaron dos pruebas que evalian comportamientos altamente motivados en esta
especie: la calidad del nido y el “Burrowing test”. Para este caso no se detectaron

diferencias estadisticamente significativas en ninguna de ellas, lo que podria esperarse
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cuando las alteraciones sobre el bienestar son inexistentes o lo suficientemente sutiles para
no contrarrestar la motivacion para realizar dichas pautas conductuales. Para el caso de la
inhibicién de la alimentacion por la novedad (NSF test), se podrian inferir dos mecanismos
mediante los cuales pudieron haber existido diferencias entre ambos grupos: mediante la
alteracion en la percepcion del medio que los rodea que genere que el animal desarrolle un
comportamiento mas ansioso frente a una situacion desconocida y mediante diferencias en
el apetito que pudieron haberse generado con el desarrollo tumoral. Sin embargo, se obtuvo
un resultado contradictorio cuando se lo compar6 con la frecuencia del comportamiento
“cavar” ya que para el “NSF test” no se observaron diferencias significativas entre los
grupos con y sin trasplante tumoral. Esto podria deberse a que esta prueba pudo no haber
sido ideal en detectar diferencias sutiles en la ansiedad entre ambos grupos, posiblemente

debido a la elevada preferencia de esta especie por la recompensa alimenticia utilizada.

Finalmente resulta sumamente interesante resaltar la presencia de diferencias
significativamente distintas en el interés por la orina del sexo opuesto. Al respecto existe
evidencia empirica en la que se observd una correlacion positiva entre el bienestar y la
actividad exploratoria: los animales con un estado afectivo positivo tienden a explorar mas
que los animales en estados afectivos negativos (Franks, 2018). La exposicion repetida o
constante a lo largo del tiempo a una situacion estresante genera en el animal un estado en
el cual la respuesta emocional ante otros eventos se ve afectada. De esta forma, se produce
un fenémeno denominado anhedonia en el cual disminuye la motivacion ante eventos
previamente ponderados como positivos por el animal (Veissier y col., 2012). Ademas

segun la teoria de asignacion de recursos (Rauw y col., 1998), debido a que los elementos
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consumidos para realizar una funcidén en particular no pueden utilizarse para otra, podria
esperarse una modificacion en el balance de dicha asignacion ante el desarrollo tumoral. A
partir de esta reasignacion se espera que la motivacion para realizar comportamientos que
no son imprescindibles para la supervivencia (en este caso la reproduccion) se vean

disminuidos.

Conclusiones

En sintesis, s6lo se manifestaron cambios comportamentales sutiles entre ambos grupos.
Estos se vieron reflejados sobre el interés que tuvieron en la orina del sexo opuesto, lo que
podria ser un indicador temprano de la performance reproductiva y por lo tanto una

actividad que no es esencial para la supervivencia.
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Sesgo cognitivo en investigacion oncologica

Las emociones son respuestas afectivas que se desencadenan ante un determinado evento,
en donde dicha respuesta es relativamente intensa y de corta duracion (Dantzer, 1988).
Estas muy probablemente evolucionaron como mecanismos basicos adaptativos que le
permitieron al animal evitar situaciones daiiinas o perjudiciales, asi como obtener recursos
valiosos (Panksepp, 1994). Las emociones se manifiestan a partir de elementos
comportamentales, fisioldgicos, neurales y, al menos en humanos, a partir del componente
subjetivo. Para evitar hablar del componente subjetivo, muchos investigadores hacen
referencia a las emociones animales como estados afectivos, y los clasifican en términos de
la respuesta comportamental y fisiologica que puede variar en relacion a la valencia

(placentero/aversivo) y la intensidad de su activacion (Paul y col., 2005).

Por lo tanto, para estudiar las emociones animales se pueden tomar cada uno de estos
componentes individualmente o en combinacion. Asi por ejemplo, las determinaciones
fisiologicas en general se corresponden con aquellas usadas para estudiar la respuesta de
estrés, principalmente porque ésta es vista generalmente ante situaciones que muy
probablemente posean estados afectivos negativos. Sin embargo deben analizarse con
precaucion, ya que en situaciones en donde muy probablemente se desencadenen estados
afectivos opuestos, la respuesta fisiologica generada puede llegar a ser la misma. De la
misma forma, analizar el comportamiento espontaneo o el desencadenado ante distintas

pruebas comportamentales puede utilizarse para demostrar las tendencias de accién que
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acompanan estados emocionales particulares. Tal como fue descripto para el andlisis del
bienestar animal, se puede obtener una gran cantidad de informacion cuando se utilizan
varios métodos para evaluar las emociones animales. No obstante, existen limitaciones
cuando se desean realizar interpretaciones sobre las mismas de forma aislada (Paul y col.,
2005). Ademas, resulta interesante resaltar que muchas de las técnicas utilizadas carecen de
una hipoétesis a priori de cdmo deberian cambiar de acuerdo con el estado afectivo del
animal (especificamente en relacion a su valencia), lo que enfatiza tanto la dificultad de su
interpretacion como de su significacion cuando se extrapolan a otras especies (Mendl y
col., 2009). De la misma forma, también existe una ausencia llamativa en la falta de

indicadores para evaluar estados afectivos positivos (Boissy y col., 2007)

En este marco surgi6 la técnica de sesgo cognitivo, desarrollada por primera vez por
Harding y col. en 2004 (Harding y col., 2004) para evaluar los estados afectivos de ratas
alojadas en condiciones de estrés imprevisible. Esta estd basada en la psicologia humana,
en la que se describe que cuando las personas experimentan un cambio en su estado
emocional o en su humor, se desencadenan modificaciones concomitantes en la forma que
perciben el mundo que lo rodea, esto es, en la apreciacion cognitiva que ejercen sobre el
mismo (Paul y col., 2005). Al respecto Shettleworth defini6 a la cognicion como aquellos
mecanismos por los cuales los animales adquieren, procesan, almacenan y actian en base a
la informacién que obtienen del medio ambiente que los rodea (Shettleworth, 2001). Los
cambios en el procesamiento cognitivo pueden desencadenarse por reacciones instantaneas
hacia determinados objetos o situaciones y también debido a estados emocionales de largo

plazo asociados a estados de humor o desordenes clinicos del estado afectivo. Estos
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cambios se han demostrado en numerosas tareas que involucran la atencion, la percepcion,
la memoria, las expectativas y el analisis de riesgos (Paul y col., 2005), y se manifiestan en
forma de sesgos irracionales influenciados por los estados afectivos de procesos cognitivos

tales como la atencion, la memoria y el juicio (Mendl y col., 2009).

Este sesgo en el juicio fue el que se utilizé Harding en un primer momento para desarrollar
esta prueba de comportamiento con el objetivo de evaluar como fue el estado emocional en
ratas expuestas a estrés cronico imprevisible. Actualmente, numerosos autores han
descripto una variedad de metodologias distintas para muchas especies diferentes. Sin
embargo todas comparten el mismo principio basico: se entrena a los animales para que
aprendan que un estimulo predice un evento positivo y otro estimulo (de la misma
modalidad sensorial) predice un evento negativo (0 menos positivo que el anterior). Luego
se les presenta un estimulo intermedio a aquellos dos que el animal aprendid y se evalia
como se comportd: la hipdtesis radica en que los animales que se encuentran en estados
afectivos negativos van a juzgar el estimulo ambiguo como si éste predijese el evento
negativo (“respuesta pesimista”), comparandolos con aquellos animales en estados

afectivos positivos (Roelofs y col., 2016).

Las senales tipicamente se asociaron con refuerzos positivos (principalmente alimentos
preferidos) y con refuerzos negativos tales como alimento no palatable o ruido en tareas de
ir/no ir hacia el estimulo (Mendl y col., 2009). Debido a que los refuerzos negativos
podrian llegar a alterar el estado emocional de los animales, los protocolos mas recientes lo
reemplazaron por una recompensa menos deseada o por un refuerzo neutro (Novak y col.,

2016).
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A pesar de que se han desarrollado multiples protocolos para evaluar el sesgo cognitivo
desde que esta técnica fue descripta por primera vez (Harding y col., 2004), solo alguno de
ellos han sido especificamente desarrollados para ratones de laboratorio (Boleij y col.,
2012; Kloke y col., 2014; Novak y col., 2015, 2016; Graulich y col., 2016; Jones y col.,
2017). La intencion de este capitulo es desarrollar un protocolo de sesgo cognitivo que se
adapte a nuestra colonia de ratones nude, que poseen ciertas particularidades que no
permiten que se utilice alguno de los protocolos previamente validados. Por un lado, poseen
un fondo genético Swiss, un stock al que se le han atribuido problemas visuales (Clapcote y
col., 2005) por otro lado, debido a que carecen de pelo, no poseen bigotes para permitirles

ubicarse en el espacio o discernir estimulos tactiles (Ahl, 1986).

Para validar este protocolo se realizaron dos experimentos. En el primero de ellos se evaluo
si los ratones fueron capaces de aprender la prueba propuesta y ademas, se correlaciond la
respuesta al estimulo ambiguo con una prueba clasica para evaluar la ansiedad (Mogg y
Bradley, 2005; Burman y col., 2009; Mendl y col., 2010). En el segundo experimento se
evaluo si los ratones con un trasplante tumoral subcutaneo respondian al estimulo ambiguo
de forma mas pesimista que los ratones que no lo poseian, de forma de poder contrastar si

su bienestar se encontraba comprometido.
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Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 29 ratones machos y 29 hembras, las condiciones de alojamiento y la técnica

de trasplante tumoral ya fueron descriptas previamente.

Diserio experimental

Experimento 1: se utilizaron diez machos y siete hembras de 8 semanas de edad. El
objetivo de este experimento fue evaluar si nuestra colonia de ratones nude con fondo
genético Swiss fueron capaces de aprender la tarea y observar su comportamiento cuando
estuvieron expuestos al estimulo ambiguo. Luego, ésta respuesta fue correlacionada con el
comportamiento en una prueba clasica para evaluar la ansiedad: la prueba de la inhibicion

de la alimentacion por la novedad (“Novelty-Suppressed Feeding (NSF) Test”)

Experimento 2: El objetivo de esta prueba fue evaluar si los animales con el tumor
subcutdneo juzgaban los estimulos ambiguos de forma mas pesimista que los ratones que
no lo poseian. Para esto se utilizaron 19 machos y 22 hembras de 4 semanas de edad, la
mitad de ellos recibieron el trasplante tumoral y la otra mitad el tratamiento “sham”.
Debido a que como ya fue descripto, la linea A549 se desarrolla lentamente, se permitio

que los tumores crezcan durante 4 semanas antes de comenzar el entrenamiento.
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Trasplante tumoral

La técnica de trasplante tumoral ya fue descripta en capitulos anteriores, ésta se realizo a las

4 semanas de edad de los ratones para el experimento 2.

Pruebas comportamentales

“Novelty-Suppressed Feeding (NSF) Test” modificado:

La prueba de la supresion de la alimentacion ya fue descripta en capitulos anteriores. La

misma fue realizada al dia siguiente de haberle presentado al animal el estimulo ambiguo.

Sesgo cognitivo:

El dispositivo que se utilizd consistio de una arena rectangular (15 cm de ancho x 47 cm de
largo x 14 cm de alto) dividida en tres secciones: un compartimiento de inicio en donde los
animales fueron colocados utilizando ambas manos “en copa” y dos brazos (7,5 cm de
ancho x 27 cm de largo). Al final de cada brazo se posiciond un cuenco de 5 cm de
diametro que fue relleno con viruta de 4alamo. La entrada de los brazos no poseia
compuertas de acceso pero una celdilla de necropsia rellena de algodon (7 cm de ancho x 3

cm de largo x 0,5 cm de ancho) se adhiri6 a la entrada de cada uno de ellos (Figura 5.1).

COMPARTIMIENTO
DE INICIO

BRAZO CON
ESCENCIAS

Celdilla de BRAZO SIN
necropsia ESCENCIAS

Figura 5.1. Dispositivo utilizado para la prueba de sesgo cognitivo.
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Los animales tuvieron que aprender mediante condicionamiento clésico que en el brazo que
contenia las esencias, una de ellas predeciria una recompensa de alto valor para el raton
(una almendra) mientras que otra esencia predeciria la ausencia completa del premio. En el
brazo adyacente siempre se presentd una recompensa de bajo valor para el animal (un copo
de maiz), asociada Unicamente a agua destilada como sefial odorifera. Por lo tanto, los
animales tuvieron que elegir entre ir a buscar la almendra o el copo de maiz segin qué tipo
de olor se encuentre presente en cada entrenamiento. La preferencia por las recompensas
alimenticias se establecio en base a la experiencia previa con esta cepa de ratones y a otros
experimentos previos (Novak y col., 2016). Para este protocolo se utilizaron esencias de
vainilla y menta, diluidas en agua destilada en una proporcion de 1:4. Se utilizaron olores
como estimulo no condicionado debido a que ha sido demostrado que los ratones pueden
utilizarlos para guiarse en comportamientos apetitivos (Matzel y col., 2006) y, como
consecuencia, también han sido usados en otros ensayos de sesgo cognitivo en esta especie
(Boleij y col., 2012).

Para facilitar el aprendizaje y por lo tanto para reducir el nimero de sesiones de
entrenamiento (Brydges y Hall, 2017), las esencias se coloraron tanto en el algodon
presente dentro de las celdillas de necropsia como en la viruta que se situaba dentro de los
cuencos. Ademds, no se intercambiaron las sefales odoriferas entre los brazos, que
permanecieron constantes: en uno de ellos solo se colocod agua destilada para predecir la
presencia del copo de maiz, y en el brazo contrario las esencias (0,1 ml en cada sitio)
fueron rotando para predecir a la recompensa de alto valor o a la ausencia de la misma
segin qué fase del entrenamiento se trate. Los entrenamientos que predijeron la presencia

de la almendra se denominaron “Entrenamientos Positivos”, mientras que aquellos que
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anticiparon la ausencia de la recompensa se denominaron como “Entrenamientos
Negativos”.

La prueba fue dividida en 3 fases: habituacion, entrenamiento y evaluacion. Cada fase
consistid en varias sesiones (1 sesion por dia) con dos ensayos cada una. Se utilizé etanol al
70% para suprimir los olores entre animales y tanto la viruta como las celdillas de

necropsia se cambiaron entre cajas.

La habituacion consistié de 4 sesiones con ambos ensayos positivos, que tuvieron una
duracion de 5 minutos cada una. Las recompensas se colocaron al principio por encima de
la viruta y posteriormente se fueron enterrando hasta permanecer completamente cubiertas
al final de la fase de habituacién. Se recolectd informacion de qué recompensa el raton
decidi6 comer primero (almendra o copo de maiz) y el tiempo en que demord en comenzar
a ingerirla.

El entrenamiento consistio en 12 sesiones de 3 minutos cada una. El primer entrenamiento
de cada sesion fue positivo y el segundo fue negativo. Las recompensas, cuando fueron
usadas, se enterraron completamente y se considerdo que el animal tomo6 una decision
cuando comenz6 a escavar en el sustrato. Se recolectd informacion del lugar que el animal
decidié escavar primero y el tiempo en que demord en tomar la decision de empezar a
escavar.

La fase de evaluacion se solapd con los ultimos tres dias de la fase de entrenamiento: al
finalizar la décima y onceava sesidon se le presentd una sefial sin la recompensa. En la
décima sesion se le presento la esencia asociada al refuerzo positivo y en la onceava sesion

se le presentd la esencia asociada al refuerzo neutro, al tiempo que se los filmé durante 1
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minuto. Se contabilizoé el tiempo que los ratones permanecieron en el brazo con cada
esencia y éste se utilizo como criterio de aprendizaje: los animales se utilizaron en el
analisis posterior s6lo si permanecieron mas tiempo en el brazo con la esencia que predijo
la presencia de la almendra que en el brazo con la esencia que predijo la ausencia de la
misma.

Al finalizar la doceava sesion de entrenamiento, se le presentd al animal el estimulo
ambiguo que consistid en adicionar 0,05 ml de ambas esencias (vainilla y menta) tanto en el
algodéon como en la viruta. Los animales se colocaron nuevamente en la arena y se los
filmo durante 1 minuto: el tiempo que los animales permanecieron en el brazo que contenia
ambas esencias fue contabilizado para comparar como los animales de cada grupo

reaccionaron al estimulo ambiguo.

Metodologia estadistica

Los animales fueron asignados a cada tratamiento al azar cuando llegaron a la sala
experimental utilizando una secuencia de numeros al azar generada en Microsoft Excel.
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando los software R 3.3.0 y R studio (2016). Se
evalu6 la normalidad de los datos utilizando el test de Shapiro-Wilks modificado y la
homogeneidad de las varianzas con el test de Bartlett. De ser necesario, se realizd la
transformacion logaritmica de los datos para satisfacer los requerimientos de los tests
estadisticos. Los resultados se muestran como las medias + E.E. Se consideré una
probabilidad por debajo de 0,05 como significativa y una probabilidad entre 0,05 y 0,1

como una tendencia.
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Para el experimento 1, se utilizaron modelos lineales mixtos para analizar la respuesta de
cada animal a lo largo de los dias, utilizando el paquete estadistico de R Ime4(Bates y col.
2015). Para la habituacion, el tiempo en que el animal demor6 en comer la almendra y el
copo fue promediado por dia. La relacion entre el tiempo y el tipo de recompensa que
eligieron comer segun el dia fue calculado como: Imer(segundos para empezar a comer ~
tipo de comida ingerida + dia + (1/ID)). Para la fase de entrenamiento primero se realizo un
indice de discriminacion para cada dia de forma de poder calcular la relacion entre el
tiempo en que demoraron en tomar la decisidn en el entrenamiento positivo y en el negativo
como: (Tiempopesitivo - T1€MPOnegativo) / (Ti€MPOpositivo + T1€MPOnegativo)- La relacion entre el
indice de discriminacion, el dia y el sexo fue calculado de la siguiente forma: lmer(indice
de discriminacion~ dia + sexo + (1|ID)). Para la fase de evaluacion, la relacion entre el
tiempo que permanecieron en el brazo con las esencias y el tipo de esencia que se utiliz6 se
calculd como: Imer(segundos en el brazo con las esencias~ esencia + sexo + (1]ID)).

Se agregd a todos los modelos el intercepto para cada individuo (1/ID) como un efecto
aleatorio y los valores de probabilidad se obtuvieron utilizando la razén de verosimilitud
entre el modelo completo con cada uno de los efectos fijos. En caso de ser necesario, se
utilizd la prueba post-hoc de Tukey para comparar las diferencias entre grupos. Las
diferencias en la prueba NSF modificada en machos y hembras fueron analizadas utilizando
el test de Mann-Whitney. Para evaluar si hubo una asociacion entre el tiempo que los
animales permanecieron en el brazo con el estimulo ambiguo y el comportamiento en la
prueba de ansiedad, se utilizo la correlacion de Pearson.

Las diferencias entre los volimenes tumorales se evaluaron con el test de Kruskal-Wallis.

Se consider¢ la posibilidad de que el tiempo en que demoraron en comer la almendra pudo
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haberse visto modificado debido a algun proceso diferente al estado afectivo (tal como una
pérdida del apetito o alteraciones en su locomocion). Para este fin se realizd otro analisis
linear mixto para evaluar la relacion entre el tiempo que demoraron en comer la almendra
en las sesiones de entrenamiento y la respuesta de los animales de cada grupo a lo largo de
los 12 dias de la siguiente forma: Imer(segundos para comer la almendra ~ grupo + dia +
sexo + (1[ID)). Para evaluar el comportamiento hacia el estimulo ambiguo en los ratones
con o sin tumores, se realizo un Analisis de la Varianza de 2 vias, utilizando el tratamiento
y el sexo como factores. Finalmente, se utiliz la correlacion de Spearman para evaluar si

existio una asociacion entre el tamafio tumoral y la respuesta al estimulo ambiguo.

Resultados

Para la habituacion en el experimento 1 (Figura 5.3), se confirm6 la preferencia de los
ratones para comer la almendra por sobre el copo de maiz, con diferencias estadisticamente
significativas (X*(1)=110,91; P<0,001). También se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el comportamiento de los ratones a lo largo de los dias
(X*(3)=40,20; P<0,001); especificamente, una tendencia fue observada entre los dias 1 y 2
(P=0,06), y diferencias estadisticamente significativas entre el dia 1 con los dias 3
(P<0,001) y 4 (P<0,001). También se observo una tendencia entre los dias 2 y 3 (P=0,056).

No hubo diferencias entre los dias 3 y 4 (P=0,48).
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Figura 5.3. Promedio de tiempo por dia en que los ratones demoraron en comer la almendra y el copo durante
la fase de habituacion. Modelo lineal mixto, ***P<0.001.

El indice de discriminacion para la latencia en el tiempo que demoraron en cavar en el

cuenco durante los entrenamientos positivos y negativos a lo largo de los 12 dias de la fase

de entrenamiento puede verse en la figura 5.4. Los valores mas cercanos a (-1) indican una

mejor discriminacion entre el tiempo que demoraron en cavar en el cuenco que contenia la

almendra con el cuenco que no contenia ninguna recompensa en el entrenamiento negativo.

Esto es, con valores mas cercanos a la discriminacion perfecta (-1), los ratones demoraron

menos tiempo en cavar en el cuenco cuando la almendra estaba presente. Se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en el indice de discriminacion entre los dias
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(X*(11)=83,54; P<0,01) pero no entre los sexos (X*(1)=1,407; P=0,23). Mas
particularmente, las diferencias fueron encontradas cuando los primeros cuatro dias de

entrenamiento fueron comparados con los cuatro tltimos.
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Figura 5.4. Indice de discriminacion para la fase de entrenamiento en el experimento 1, que fue calculada
como (Tiempopsitivo - T1€MPOnegativo) / (TIEMPOpositivo T TIEMPOnegativo). Valores mas cercanos a (-1) indican una
discriminacion mejor entre el tiempo que demoraron en cavar en el ensayo positivo con el negativo.
Para la fase de evaluacion en el experimento 1 (Figura 5.5), diferencias estadisticamente
significativas se encontraron en el tiempo en que permanecieron en el brazo con la esencia

. .. . 2
en los entrenamientos positivos y negativos (X“(2)=27,42; P<0,01) pero no se encontraron
. . 2 , .
diferencias entre los sexos (X“(1)=0,137; P=0,71). Especificamente, el tiempo en el que

permanecieron en el brazo con la esencia durante la fase de evaluacion del paradigma

positivo fue significativamente mas largo que en los paradigmas negativo y ambiguo.
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Figura 5.5. Tiempo en que los ratones permanecieron con los estimulos positivo, negativo y ambiguo en la
fase de evaluacion para el experimento 1. Modelo lineal mixto, **P<0.01***P<0.001.

El tiempo que demoraron en comer la almendra en la prueba de la supresion de la
alimentacion modificada (modified-NSF test) fue 99,68 + 31,52 segundos para los machos
y 50 + 7,5 segundos para las hembras; estas diferencias no fueron significativas (W=46,00;
P=0,102). Se obtuvo una correlacion negativa entre el tiempo que permanecieron en el
brazo con el estimulo ambiguo y la respuesta en el NSF test (R=-0,502; p<0,05), esto es,
los animales que permanecieron menos tiempo en el brazo con el estimulo ambiguo
demoraron mas tiempo en comer la almendra.

Para el experimento 2, dos hembras no cumplieron el criterio de aprendizaje (el tiempo en

el que permanecieron en el brazo con la esencia durante la fase de evaluacion del
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paradigma positivo fue menor que en el paradigma negativo) por lo que no fueron incluidas
en el analisis posterior. Los volimenes tumorales al finalizar la experiencia fueron 0,95 +
0,30 cm’ para las hembras y 0,92 + 0,27 cm’ para los machos; estas diferencias no fueron
significativas (H=0,11; P=0,99). La presencia del tumor no modificd el tiempo en que
demoraron en comer la almendra a lo largo de los dias del entrenamiento (X*(1)=0,282;
P=0,594). Cuando se les presentd el estimulo ambiguo (Figura 5.6) se observd una
tendencia a ser mas “pesimista” en aquellos ratones que llevaban los tumores subcutaneos
comparados con aquellos que no los llevaban (F; 35=3,60; P=0,065). También se observaron
diferencias en la respuesta al estimulo ambiguo segln el sexo, siendo las hembras las que se
comportaron de forma mas “pesimista” (F; 35=4,84; P<0,05). No se observo una correlacion
entre el volumen tumoral y la respuesta al estimulo ambiguo (P=0,44 en las hembras y

P=0,82 en los machos).
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Figura 5.6. Fase de evaluacion en el experimento 2. Tiempo en que los ratones macho y hembra con y sin
trasplante tumoral permanecieron en el brazo con el estimulo ambiguo. Prueba de Kruskal-Wallis,
°=P<0.01>0.05.

Discusion

El objetivo de este capitulo fue introducir un nuevo método para evaluar sesgo cognitivo en
ratones nude y utilizarlo para evaluar el impacto del desarrollo tumoral sobre el bienestar de
este modelo animal. A partir de los resultados obtenidos, se pudo inferir que los ratones
efectivamente pudieron distinguir entre ambos estimulos odoriferos y por lo tanto,
presentaron una respuesta comportamental distinta dependiendo si la esencia estuvo
asociada con la recompensa o si consistid en la esencia que predecia la ausencia de la
misma. Ademads, encontramos una asociacion entre el tiempo que permanecieron en el

brazo durante el paradigma ambiguo y la respuesta a una prueba clésica para evaluar la



87

ansiedad, lo que es importante ya que la ansiedad estd frecuentemente asociada a sesgos
pesimistas (Burman y col., 2009). Esto es significativo ya que para validar nuevas pruebas
de sesgo cognitivo es necesario compararlas con otras pruebas para evaluar estados
emocionales (Roelofs y col., 2016).

La tendencia pesimista en el experimento 1 para el estimulo ambiguo era de esperarse para
ratones criados en condiciones de alojamiento estdndar, en donde su bienestar esta
claramente comprometido (Balcombe, 2010). En ensayos anteriores de sesgo cognitivo
también han descripto respuestas similares entre las respuestas a los estimulos negativos y
ambiguos en esta especie (Boleij y col., 2012).

Sin embargo, en los ensayos previos de sesgo cognitivo en los que se han utilizado ratones,
el enfoque estuvo puesto principalmente en cémo el alojamiento y la manipulacion
modifican la respuesta de los animales al estimulo ambiguo; por lo tanto su aplicacion
durante un ensayo biomédico no ha sido utilizado en tanta profundidad. Las observaciones
clinicas veterinarias se realizaron continuamente y en ningiin momento se detectaron signos
que pudieran indicar una disminucion del bienestar de aquellos ratones que poseian los
trasplantes tumorales (Workman y col., 2010). De la misma forma, en ensayos previos que
evaluaron el dolor en ratones de este modelo animal no detectaron alteraciones en el peso o
en el comportamiento (Miller y col., 2016). Sin embargo resulta interesante resaltar que en
otra experiencia en la cual se utilizaron otras lineas celulares (Jacobsen y col., 2013), el
desarrollo tumoral si disminuyé los indicadores de bienestar. En este experimento no se
pesaron los ratones debido a la influencia que el peso del tumor podria tener en esta

variable, pero sin embargo no detectamos alteraciones en la condicién corporal. Por lo
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tanto, se podria concluir que las diferencias en la manifestacion de la enfermedad podrian
llegar a estar influenciadas por la linea celular que se utilice.

De la misma forma, tampoco se detectd una asociacion entre el tamafo tumoral y la
respuesta al estimulo ambiguo, pero esto podria deberse a que todos los animales
acarrearon los tumores por la misma cantidad de tiempo. Por estos motivos se considerd
que la evaluacion del sesgo cognitivo en ratones en distintos estadios de desarrollo tumoral
y con otras lineas celulares podria conllevar variaciones en el resultado.

A pesar de que se deberian realizar nuevos ensayos para descubrir la razon exacta por la
cual el bienestar de los ratones de este modelo pareciera verse disminuido, ademas de
examinar si estos ratones poseen una sensibilidad al dolor diferente que los utilizados
anteriormente, estos resultados parecieran indicar que estos animales presentan un bienestar
disminuido a pesar de que no se detectaron signos clinicos de sufrimiento. En este sentido,
las nuevas ediciones de las guias de recomendaciones en el bienestar de los ratones en
investigacion oncoldgica deberian considerar que el bienestar evaluado mediante
indicadores clasicos no siempre resulta adecuado, y la discusion ética deberia realizarse
para redefinir los estandares de bienestar basados en estas nuevas técnicas.

La relacion entre el sexo y el sesgo cognitivo no fue estudiado en su totalidad. Un trabajo
reciente describi6d una asociacion entre ratas hembra y una respuesta mas “pesimista” en la
prueba de sesgo cognitivo (Barker y col., 2017), pero no tenemos conocimiento de que una
relacion similar haya sido descripta en ratones. En este trabajo en particular, no se
observaron diferencias en la respuesta al estimulo ambiguo entre machos y hembra en el
experimento 1 pero si se hallaron en el experimento 2. El aumento de respuestas

fisiologicas y comportamentales debidas al estrés era de esperarse en este ultimo, en donde
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la mayor tendencia de las hembras comparadas con los machos de sufrir ansiedad (Bale
2006) pudo haber desencadenado una respuesta mas pesimista. Por este motivo, se
necesitarian realizar méas ensayos en esta tematica ya que si el sexo podria desencadenar
una respuesta global mas pesimista, podria llegar a enmascarar alteraciones sutiles en el
bienestar cuando se utiliza la prueba de sesgo cognitivo como indicador de bienestar

animal.

Conclusiones

En este capitulo se disefid una técnica de sesgo cognitivo para ratones nude en la que se
emplearon estimulos olfativos que predijeron la presencia o ausencia de una recompensa.
Dicha técnica posteriormente se utilizd en ratones nude inoculados con tumores
subcutaneos, y se detectaron evidencias de que existido una disminucion del bienestar de
estos animales aunque no hayan existido signos clinicos de sufrimiento. Por lo tanto, este
estudio plantea la problematica de que puedan existir alteraciones en el bienestar de estos
animales, alin en ausencia de signos clinicos. Ademas, y en concordancia con lo que fue
descripto por otros autores, las hembras parecieran ser mas susceptibles al estrés que los
machos, lo que puede incrementar las respuestas fisiologicas deletéreas y como
consecuencia, modificar las variables experimentales. En el futuro, indicadores modernos
de bienestar tales como la técnica de sesgo cognitivo, en la que se considera el punto de

vista del animal, pueden llegar a mejorar el refinamiento de estudios biomédicos.
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Refinamiento en investigacion oncologica

El uso de los animales de experimentacion es un privilegio que se les otorga a los
cientificos a partir del consentimiento explicito de que las experiencias que se realicen
proveeran nueva informacion relevante para el avance del area evitando todo el sufrimiento
innecesario (Bailoo y col., 2014). Por este motivo resulta llamativo (y preocupante) la baja
tasa de ¢éxito que existe en la reproducibilidad de los resultados cuando se los desea
trasladar los conocimientos adquiridos de los modelos animales hacia la especie humana
(Kola y Landis, 2004). Al respecto, resulta imperativo mejorar la calidad de la
investigacion biomédica, mediante un refinamiento apropiado de las técnicas (Macleod,
2011). En especial para mejorar la validez de los modelos animales, mas que de adherir a
métodos o normativas especificas, se deben generar nuevos avances en investigacion acerca
del constructo que esta siendo modelado (Bailoo y col., 2014). El bienestar de los animales
utilizados en investigacion corresponde una parte fundamental para mejorar la validez de
estos modelos (Bailoo y col., 2014), y la estandarizacion de las condiciones ambientales
(con el objetivo de disminuir por ejemplo las infecciones con patdogenos en las distintas
colonias) fue planteado en los inicios de la Ciencia de Animales de Laboratorio como una
forma de mejorar el bienestar de estos individuos. Sin embargo, muchos autores estan
empezando a cuestionar la validez de dichos modelos, aludiendo cambios irreversibles en la
fisiologia de los organismos que generan que ya no sean comparables con el objeto de

estudio (Garner, 2005, 2014; Martin y col.; 2010).
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El refinamiento en esta area de estudio se ha centrado principalmente en la determinacion
de los puntos finales humanitarios y de signos clinicos asociados a estados severos en los
cuales el bienestar de los ratones con trasplantes de tumores se encuentra claramente
comprometido (UKCCCR, 1998; Wallace, 2000; Workman y col., 2010). Al respecto en
los capitulos anteriores se evalud el efecto sobre el bienestar principalmente a través de
indicadores comportamentales mas sutiles para determinar el impacto real del desarrollo
tumoral. El presente capitulo se centraré en el refinamiento del manejo de ratones utilizados
en este tipo de modelos, en particular sobre la forma en la cual se obtienen las mediciones
de los tumores in vivo y sobre la forma en que se alojan a los ratones, de forma de ponderar
el efecto real que el enriquecimiento ambiental, en condiciones de manejo relativamente

estandar, sobre el desarrollo tumoral.

METODO FOTOGRAFICO DE MEDICION DE TUMORES NO AVERSIVO

La medicién de los tumores subcutdneos a lo largo del tiempo es un procedimiento
fundamental cuando se desea evaluar la efectividad de nuevos agentes terapéuticos. La
metodologia estandar de medicion es mediante el uso de calibres externos, analdgicos o
digitales, a través de los cuales se toman distintos tipos de medidas en dos o tres
dimensiones que luego se utilizan para determinar el volumen total del tumor (Tomayko y
Reynolds, 1989). Las formulas que determinan el volumen de un elipsoide incluyendo la
altura del tumor (%2 x largo x ancho x altura) son las mejores para determinar la masa del
tumor (con coeficiente de correlacion de Pearson correspondiente a 0,93), sin embargo aqui

se estimo el volumen del elipsoide mediante la formula (% x largo x ancho?) debido a que
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es dificil obtener una medida consistente de la altura con el calibre y ademads, con esta
ultima férmula atn se mantienen excelentes coeficientes de correlacion (r= 0,82) (Tomayko
y Reynolds, 1989). La medicidon con calibre es econdmica, rapida y facil de realizar, sin
embargo posee una gran variacion inter-observador que va desde el 7% para tumores
grandes hasta el 27% para tumores chicos (Euhus y col., 1986). Para disminuir la variacion
inter-observador se han desarrollado otros métodos a partir de técnicas de imagenes tales
como el ultrasonido, la tomografia computada y la resonancia magnética, pero éstas son
mads trabajosas, costosas, y dependen de la inmovilizaciéon fisica o quimica (a través de
drogas tranquilizantes o anestésicas) del animal (Jensen y col., 2008; Ayers y col., 2010;

Kersemans y col., 2013; Delgado San Martin y col., 2015).

Tal como fue descripto previamente, los ratones perciben la inmovilizacion fisica como
sumamente aversiva, lo que puede alterar su comportamiento y fisiologia (Gouveia y Hurst,
2013) y, por lo tanto, afectar los resultados experimentales. A pesar de que el efecto del
estrés sobre el desarrollo tumoral no ha sido dilucidado en su totalidad, se ha descripto que
la manipulaciéon aumenta el volumen tumoral (Aarstad y Seljelid, 2006; Thaker y col.,
2006) y las metastasis (Brenner y col., 1990). Ademas, contrariamente a lo que se podria
esperar este ultimo trabajo, los autores también describieron un aumento de las células
natural killer (NK) in situ, un tipo celular involucrado en la respuesta antitumoral. Un
aumento de las células NK también se ha descripto en animales criados en ambientes
enriquecidos, que es considerado un tipo de estrés positivo o eustrés, junto con una
disminucion en el volumen tumoral (Benaroya-Milshtein y col., 2011). Por lo tanto, el

efecto del estrés sobre la inmunidad y, por consiguiente, sobre el desarrollo tumoral,
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pareciera que estd afectado por la controlabilidad y la intensidad del estresor (Sklar y
Anisman, 1979). Por este motivo consideramos que controlar las fuentes de estrés
provenientes de situaciones sumamente desagradables para el animal contribuira a refinar
los procedimientos de investigacion oncologica y, en ultima instancia, a mejorar los

porcentajes de éxito cuando se desea trasladar los resultados a la especie humana.

Basados en la thigmothaxis, que es la preferencia natural de los ratones por tener su
superficie corporal y en particular sus vibrisas, en contacto con otra superficie (Latham y
Mason, 2004), se desarrolld6 un método de medicion de tumores subcutaneos a partir de
fotografias. Debido a esta propiedad, el uso de tuneles para manipular a esta especie
disminuye las respuestas de ansiedad sobre todo cuando se habitlian al procedimiento
(Gouveia y Hurst, 2013). Esta habituacion no se produce cuando los ratones se manipulan
por la cola, en donde la repeticién de los procedimientos no disminuye las respuestas de
ansiedad (Gouveia y Hurst, 2013). Asi, el objetivo de este apartado consistid en desarrollar
un nuevo método para determinar el tamano tumoral que se denominé método de
medicion fotografica no aversiva (MFnoA). Para el mismo se utilizd6 un thnel
transparente dentro del cual se colocé una hoja milimetrada como escala, y se tomaron
fotografias a medida que los ratones ingresaron en dicho objeto que fueron utilizadas luego
para medir los tumores. El objetivo consistid en evaluar si éste nuevo método de medicion
es valido para determinar el volumen tumoral, y en determinar si los ratones lo perciben

menos desagradable que la medicion clasica utilizando un calibre externo.
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Materiales y métodos

Animales y trasplante tumoral

Se utilizaron 56 ratones machos y hembras nude. Salvo que el procedimiento lo impidiera,
para evitar los efectos de confusion que pudieron haberse producido por la sujecion por la
base de la cola, los ratones siempre se manipularon con ambas manos “en copa”, tal como

fue descripto en el trabajo de Gouveia y Hurst (Gouveia y Hurst, 2017).

Diserio experimental

Experimento 1. El objetivo de este experimento fue evaluar si este nuevo método de
medicion fue valido para medir los tumores subcutdneos. Para alcanzar dicho objetivo se
evalu6 la variacion intra-observador entre las mediciones con calibre y el MFnoA vy la
validez de dichos métodos comparandolos con un método de referencia (volumen de
desplazamiento de agua y peso). Asimismo, se registro el tiempo que fue necesario para
realizar cada determinacion asi como también el efecto de cada método sobre indicadores

comportamentales y bioquimicos para determinar el impacto sobre el bienestar.

Para alcanzar estos objetivos se utilizaron 20 hembras trasplantadas y alojadas en grupos de
5 durante 3 semanas para permitirles al tumor crecer. El primer dia de las proximas dos
semanas (esto es, las semanas 4 y 5), se obtuvieron las medidas de los tumores con el
calibre en la mitad de los ratones y con el MFnoA en la otra mitad. Inmediatamente
después de estas determinaciones, se tomaron muestras de sangre en la semana 4 y, en la

semana 5, se realiz6 la prueba de inhibicion de la alimentacion por la novedad (NSF test).
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Durante la semana 6 se evalud la variacion intra-observador, midiendo los tumores de todos
los animales con ambos métodos dos dias consecutivos (dias 1 y 2 de la semana 6).
Inmediatamente después, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y los
tumores se diseccionaron para determinar su peso y volumen mediante el desplazamiento

de agua.

Experimento 2. Su objetivo fue evaluar si alguno de estos dos métodos indujo variaciones
en el comportamiento hacia el experimentador a lo largo del tiempo, asi como también en la
concentracion de corticosterona en materia fecal. Para alcanzar este objetivo, 20 hembras y
16 machos fueron alojados en grupos de 2 animales por caja durante 4 semanas. El tamafio
del tumor se determiné con el calibre en la mitad de ellos y con el MFnoA en la otra mitad.
Para la identificacion de cada individuo, el trasplante tumoral se realiz6 en el flanco
derecho o izquierdo. Cada semana, las determinaciones de volumen fueron realizadas en el
primer y segundo dia. Las observaciones comportamentales fueron realizadas
inmediatamente después de haber realizado las mediciones de los tumores en el segundo
dia. Las cajas se limpiaron al finalizar la observacién del comportamiento y, al dia

siguiente, todos los pellets de materia fecal se recolectaron de dichas cajas.

Medicion del volumen tumoral

Los tumores se midieron con el calibre o con el MFnoA segin la necesidad de cada
experimento. El tiempo que demor¢ realizar cada determinacion fue contabilizado con un
cronémetro. Luego de la eutanasia, se registro el peso de los tumores y el volumen

determinado por el desplazamiento de agua. Para esto ultimo, se evalu¢ la diferencia en el
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volumen medido con una probeta llena de agua destilada a temperatura ambiente antes y

. . . 3
después de introducir los tumores. Los valores se expresaron en cm”.

Para el MFnoA, se utiliz6 una tubo trasparente de acrilico de seccidon rectangular de 12 cm
de largo, 4 cm de ancho y 5 cm de alto (Imagen 6.1.a). Para medir los tumores se empled
papel milimetrado a modo de escala, que fue colocado dentro del tubo ocupando la mitad
de su largo. El papel milimetrado se sostuvo en su lugar (a la mitad del ancho del tubo)
utilizando una figura en “L”. Este dispositivo de medicion se colocd en la misma caja
donde se alojaban los ratones (experimento 2) o en otra caja idéntica a la que utilizaban
normalmente (experimento 1). Para el experimento 1, los animales se colocaron de uno en
uno en la caja sujetandolos con ambas manos “en copa”. Dentro de las cajas, el tubo fue
colocado sobre uno de sus esquineros, adyacente a la pared mas larga de la caja (Imagen
6.1.a). Cada raton se introdujo voluntariamente dentro del tubo, desde el lado opuesto a
donde se encontraba el papel milimetrado. A medida que exploraron el nuevo objeto, la
mayoria de las veces permanecieron con la cabeza y los miembros anteriores detras del
papel milimetrado (Imagen 6.1.b). De esta forma, cuando los ratones se encontraron con la
porcion anterior del cuerpo detras del papel milimetrado, se tomaron imégenes con la
funcion rafaga de una camara Nikon modelo NSLR D3100. La cdmara se situd
perpendicular al lado mas largo de la caja, a una distancia de 15 cm. Las imagenes luego se
analizaron utilizando el software gratuito Image J (Imagen 6.1.c.). Cuando se calibrd la
escala en el programa, la distancia tomada de referencia en el papel estuvo situada a la

misma altura en que se encontraba el tumor. Dicha escala fue calibrada para cada imagen
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individualmente. Dos mediciones se tomaron en cada foto: el didmetro mayor del tumor fue

considerado el largo y el menor fue considerado el ancho (Imagen 6.1.d.).
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Imagen 6.1: Método de medicion fotografico de tumores no aversivo (MFnoA): (a) El dispositivo, que
consistio de un tubo de acrilico trasparente con papel milimetrado en su interior, se colocd dentro de la caja
donde normalmente habitaban los ratones o en una caja con las mismas caracteristicas. (b) El raton se
introduce voluntariamente dentro del tubo y se toman fotografias cuando el tumor se situa al lado del papel
milimetrado. (c) Se calibra la escala utilizando al papel milimetrado como referencia. (d) Se realiza la
medicion de los tumores utilizando los diametros mayor y menor de los mismos.

Glucemia

Las muestras de sangre fueron tomadas 5 minutos después de la medicidon con cada método
a través de la vena submandibular utilizando una aguja 21 G (Golde y col., 2005). Se
extrajeron aproximadamente 100 ul de sangre que se analizaron inmediatamente utilizando

un glucémetro compacto (ContourTM'®, Bayer).
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Determinacion de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal

Para realizar el muestreo de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal en el
experimento 2, se recolectaron todos los pellets de materia fecal 24 hs luego del
procedimiento de medicidon de los tumores. El procesamiento de las muestras y el analisis

mediante la técnica de EIA se describid en capitulos previos.

Ensayos comportamentales

Experimento 1. Se realizd6 el “NSF test”, explicado en los capitulos previos,
inmediatamente luego de realizar las mediciones de los tumores con cada método. La
hipotesis radicd en que, al utilizar un método de medicién menos aversivo, los ratones se
comportarian menos ansiosos, y por lo tanto mas dispuestos a aventurarse al centro del
campo abierto para comer la recompensa, a la vez que realizaron menos comportamientos

de ansiedad (acicalamiento y defecacion).

Experimento 2. Se evalud la frecuencia de los contactos voluntarios del raton con la mano
del investigador, inmediatamente después de realizar la segunda medicion con cada
método. Ambos ratones se condujeron gentilmente hacia uno de los lados de la caja
utilizando una barrera de carton. Debido al disefio de la caja, los animales se dirigieron
hacia donde estaba situado el comedero y por lo tanto, resultd ser el sitio menos expuesto y
por lo tanto mas protegido para los mismos. Posteriormente, el investigador colocd su mano
en el lado opuesto de la caja y retir6 la barrera de carton. Se registrod el nimero de contactos
con la cabeza o las patas en un periodo de tres minutos. La hipotesis radico en que, al

utilizar un método de medicion menos aversivo, los animales se encontrarian menos
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ansiosos y por lo tanto, mas dispuestos a abandonar la zona mas protegida de la caja para

aventurarse y explorar la mano del investigador.

Metodologia estadistica

Los animales se asignaron al azar a las diferentes cajas cuando llegaron a la sala de
experimentacion mediante una secuencia de numeros aleatorios generada en Microsoft
Excel; ademas, las cajas se asignaron a cada tratamiento y seleccionadas para la recoleccion
de informacion en los diferentes momentos de andlisis con la misma modalidad. Los
analisis estadisticos fueron realizados utilizando R3.3.0, Rstudio (2016) e Infostat (2015).
La normalidad de los datos se evalu6 mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Los valores

fueron expresados como media + EE.

Para evaluar la validez intra-observador se utiliz6 el Coeficiente de Correlacion Intraclase
(CCI). Se consider¢ a los valores por encima de 0,75 como representativos de una excelente
concordancia entre la primera y la segunda repeticion. Para comparar entre métodos, el test
no paramétrico de Friedman con el método de comparacion post hoc de Dunn. La
concentracion de glucosa en sangre fue evaluada mediante Andlisis de la Varianza

(ANOVA)

Para el experimento 2, las diferencias en la concentracion de corticosterona y de los
contactos voluntarios con el investigador entre los dos métodos fueron evaluadas
semanalmente utilizando un ANOVA a dos vias. Debido a que no se separd a los animales
para evaluar el comportamiento y recolectar la materia fecal, la caja fue considerada la

unidad experimental. Para cumplimentar con los presupuestos del método, se realizo la



100

transformacion logaritmica de la concentracion de corticosterona y la transformacion a raiz
cuadrada de la frecuencia de contactos con el investigador. Los resultados estadisticamente

significativos se sometieron al analisis post-hoc de Tukey.

Resultados

Experimentol

Los volimenes tumorales fueron determinados mediante la metodologia clésica a través de
la utilizacion de un calibre y del método propuesto de MFnoA. Los detalles de los
volimenes tumorales en la primera y segunda repeticion asi como los Coeficiente de
Correlacion Intraclase (CCI) pueden observarse en la Tabla 6.1. Todos los coeficientes
demostraron una concordancia excelente entre repeticiones, ya que todos los valores fueron
superiores 0,95. Se encontraron diferencias significativas entre los volumenes de
desplazamiento de agua y los obtenidos a partir de las mediciones con calibres y el MFnoA,
pero no a partir de repeticiones entre cada método (F=9,81; P<0,001). No hubo diferencias

significativas entre el peso y el volumen de desplazamiento de agua.

Método y repeticion Media + EE CCI
Voliimen 0,398 + 0,10 cm®
Peso 0,391 + 0,10 gr 0994
Calibre 1™ 0,556 + 0,15 cm’
Calibre 2% 0,553 + 0,15 cm® 0987
MFnoA 1™ 0,614+ 0,16 cm’
MFnoA 2% 0,609 + 0,15 cm® 0963

Tabla 6.1. Volimenes tumorales para cada método con dos repeticiones expresados como media + EE, y los
coeficientes de correlacion intraclase para cada par de repeticiones.
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La latencia para ingerir la almendra en el NSF modificado fue significativamente mas corta
para los ratones del MFnoA que para los ratones cuyos tumores fueron medidos con los
calibres (Figura 6.1.a). De la misma forma, la frecuencia de acicalamiento (Figura 6.1.b) y
de defecacion (Figura 6.1.c) fue significativamente menor en aquellos ratones que fueron
expuestos al MFnoA. Los valores de H fueron 3,53 (p=0,049) para el NSF test; 8,17

(P=0,002) para la frecuencia de acicalamiento y 7,94 (P=0,002) para la frecuencia de

defecacion.
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Figura 6.1. Comportamiento de los ratones inmediatamente después de la medicion con el calibre y el método
fotografico no aversivo (MFnoA). (a) Latencia para comer la almendra en el NSF test y frecuencia de (b)
grooming y (c) defecacion durante los 300 segundos que dur¢ la prueba.

La glucemia fue levemente superior en el grupo de los ratones medidos con el calibre
(142,33 + 6,09mg/dL) que con el MFnoA (130,70 + 6,1 mg/dL), pero estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (F; 5=1,81; P>0,05 ). Finalmente, tal como era de
esperarse, el MFnoA demand6 mas tiempo, dado que llevo 71,40 + 10,73 segundos
comparado con la medicion con el calibre que ocupd 20,22 + 1,62 segundos por animal.

Ademas, el MFnoA demand6 un procesamiento posterior de las imagenes en el cual se
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calibr6 la escala, se midieron los tumores, se completd la base de datos y ocasionalmente,
se incremento el contraste de la imagen para delimitar mejor los tumores, que conllevo

98,10 + 5,17 segundos por animal.

Experimento 2

La frecuencia de los contactos voluntarios con el investigador asi como también la
concentracion de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal obtenidos a los largo
del tiempo (4 semanas) se muestra en la Figura 6.2. Para los contactos voluntarios con el
investigador, se observaron diferencias significativas entre tratamientos (F;e=17,53;
P<0,001) y semanas (F364=7,21; P<0,001). Desde la semana 2 y hasta el final del estudio,
los ratones que estuvieron expuestos al MFnoA fueron menos reacios a establecer contacto
con el investigador que aquellos cuyos tumores fueron medidos con el calibre. Diferencias
significativas en la concentracion de los metabolitos de la corticosterona en materia fecal
fueron observados entre semanas (F34=6,13; P<0,001) pero no entre métodos (F; 64=0,69;

P=0,40).
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Figura 6.2. Parametros comportamentales y fisiologicos a través del tiempo en ratones que estuvieron
expuestos a ambos métodos de medicion. (a) Secuencia temporal de las interacciones humano-animal
expresadas como frecuencia de contactos en un periodo de 3 minutos (b) Concentracion de los metabolitos de
la corticosterona en heces (ng/g) a lo largo de 4 semanas.

Discusion

El método de MFnoA corresponde, segiin nuestro conocimiento, a la primera técnica para
medir los tumores subcutaneos que no requiere la inmovilizacioén del animal. La necesidad
de un método con estas caracteristicas fue descrita recientemente por Delgado San Martin y
col. (Delgado San Martin y col., 2015). Esta técnica puede ser realizada en ratones alojados
individualmente o en parejas, sin la necesidad de manipular a los animales para medir los
tumores a través del tiempo. En este experimento identificamos a cada individuo segin el
lado sobre el que se realizé el trasplante tumoral (derecha o izquierda). La medicion
tumoral con el MFnoA en ratones alojados en grupos mas grandes que dos individuos por
caja también podria realizarse, siempre que los ratones se encuentren debidamente

identificados. Ademas, aunque la medicion en la caja no sea posible, se observd una
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reduccion en la ansiedad medida en el NSF test, luego de que los ratones fueran trasladados

a otra caja con las manos “en copa” y se midieran los tumores utilizando el MFnoA.

Tal como era de esperarse para tumores bien vascularizados y no calcificados, el peso de
los tumores fue el valor mas cercano al volumen de desplazamiento de agua (Euhus y col.,
1986). Tanto el calibre como el MFnoA produjeron medidas estadisticamente diferentes a
aquellas obtenidas usando el método de referencia, lo que pudo haberse debido
principalmente a que éstos también incluyen la piel y el tejido subcutaneo (Kersemans y
col., 2013). Aunque las mediciones con calibre se acercaron mas a las medidas generadas a
partir del método de referencia, hubo una buena consistencia entre las repeticiones para
ambas técnicas, lo que significa que el MFnoA resulta aceptable para registrar el desarrollo
tumoral a lo largo del tiempo. Debido a que el MFnoA tiende a sobreestimar el tamafo de
los tumores, antes de implementarlo se recomienda realizar estudios piloto para determinar
qué tamafio de tumor se considera aceptable para determinar el punto final humanitario.
Para alcanzar dicho objetivo, esta nueva técnica se deberia comparar con técnicas modernas
de medicion por iméagenes para sobrellevar la problematica de incluir tejidos adicionales
cuando se determina el tamafio de los tumores. Ademas, resulta interesante resaltar que las
guias de recomendaciones internacionales en investigacion oncoldgica no especifican sobre
qué métodos se basan y por lo tanto, esto puede tener importantes implicancias para

mejorar dichos documentos.

Ademas, se evalud el impacto que ambos métodos (calibre vs MFnoA) tuvieron sobre el
bienestar de los ratones, a través de indicadores fisiologicos y comportamentales. La

interpretacion global del bienestar basada en pardmetros objetivos es complicada dada la
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subjetividad intrinseca del estado afectivo de un animal (Fraser 2008). Por lo tanto, evaluar
el contexto y los datos comportamentales es importante para interpretar los datos

fisiologicos.

Aunque no se observaron diferencias significativas en los metabolitos de la corticosterona
en materia fecal ni en la glucemia entre los dos métodos, la respuesta comportamental que
los animales realizaron en el MFnoA fue sumamente diferente a aquella respuesta posterior
al uso de los calibres, ya que los ratones se comportaron de forma menos ansiosa en el NSF
test. La corta duracion de la respuesta de estrés producida luego de un solo evento de
sujecion pudo no haber sido vista en los metabolitos de corticosterona, ya que los mismos
consideraron un periodo de 24 hs (Cinelli y col., 2007). Sin embargo, la similitud entre
ambos métodos en la concentraciéon de glucosa en sangre podria llegar a predecir una
respuesta en la concentracion de corticosterona similar, ya que la glucemia se incrementa
debido a la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS) y éste anticipa la respuesta del
eje hipotdlamo-hipoéfisis-adrenal (HPA). A pesar de ello, centrandonos en los datos
comportamentales, se podria intuir una mejora en el bienestar debido a una reduccion en la
ansiedad para el MFnoA, ya que los animales de este grupo comieron la almendra en
significativamente menos tiempo, fueron menos reacios a establecer contacto con el
investigador, y se acicalaron y defecaron menos que los ratones expuestos a la medicion
con el calibre. Tanto el acicalamiento como la defecacion también son variables
comportamentales extensamente utilizados como indicadores de ansiedad (Kauleff y
Touhimaa, 2005; Kauleff y col., 2007; O’Leary y col., 2013). Ademas, inferimos que el

tubo utilizado en el MFnoA no generd una respuesta aversiva ya que todos los animales
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decidieron entrar al tubo. Estos resultados concuerdan con lo que previamente describieron
Hurst y West (Hurst y West, 2010), quienes describieron que sujetar a los ratones por la
cola es sumamente aversivo para esta especie y les induce una elevada ansiedad, mientras
que el uso de tuneles aumenta el acercamiento voluntario al investigador, disminuye la

ansiedad y conduce a la aceptacion de la inmovilizacion fisica.

Por estos motivos podria predecirse que sera mas sencillo para los ratones adaptarse a esta
nueva técnica y por consiguiente, se podria disminuir la variabilidad de los distintos
parametros de estudio debido a la exposicion a estrés incontrolable. E1 MFnoA también es
econémico, ya que solo requiere de un tubo de acrilico transparente y una camara
fotografica. En esta experiencia se utiliz6 una cdmara Nikon modelo DSLR D3100, pero
cualquier equipo de buena resolucion podria llegar a utilizarse. Ademas, aunque para
aplicar esta técnica no se requiere de una cantidad de tiempo excesivo (aproximadamente
60 segundos), inferimos que a medida que los ratones se habitian al procedimiento la
cantidad de tiempo necesario para tomar las mediciones se ird reduciendo. El tiempo que
necesario para realizar el andlisis de cada foto también fue corto, ya que el mismo fue de
aproximadamente 100 segundos para analizar cada imagen. Finalmente, esta técnica
también se podria usar para medir tumores subcutaneos inoculados en ratones
inmunodeficientes de cepas con pelo (por ejemplo ratones SCID), pero en ese caso el area

que rodea el tumor debe der debidamente depilada.
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Conclusiones

En conclusion, las evidencias comportamentales demostraron una marcada disminucién en
la ansiedad cuando se utilizé el MFnoA, por lo que su implementacion podria contribuir a
mejorar el bienestar de los ratones utilizados en investigacion oncoldgica. Sin embargo, la
ausencia de un correlato fisiologico resalta la importancia de realizar nuevos experimentos
para caracterizar el perfil fisiologico de los animales sometidos a los distintos métodos de
medicion. En particular, en relacion a la concentracion de corticosterona en sangre, nuestro
disefio experimental solo nos permitio inferir una asociacidon similar con la glucemia, con

una ausencia en el efecto de largo plazo en la liberacion de esta hormona.

ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL EN RATONES CON
XENOTRASPLANTES SUBCUTANEOS

Bajo los estandares actuales, el nivel de bienestar que se considera ideal va mas alla de los
estandares regulatorios: es la diferencia entre un estado bueno y uno optimo de bienestar
(Maple y Bloomsmith, 2017). Una forma posible de lograr este nivel 6ptimo de bienestar es
estableciendo oportunidades para realizar comportamientos gratificantes, en particular
aquellos asociados a la exploracion, la alimentacion y los comportamientos afiliativos
(Mellor, 2015). En general, aquellos ambientes que promueven comportamientos activos,
diversos y flexibles son preferibles a aquellos que generan comportamientos apaticos o

estereotipados (Meehan y Mench, 2007).
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El enriquecimiento ambiental hace referencia a una combinacion de estimulacidon
inanimada compleja y social que mejora la estimulacion sensorial, cognitiva, motora y
social, comparado con las condiciones estindar de alojamiento. Sobre todo, el
enriquecimiento ambiental provee a los animales de oportunidades para realizar
comportamientos especificos de especie (Sztainberg y Chen, 2010). El uso de
enriquecimiento ambiental, tipicamente una herramienta aplicada en los zoologicos para
atenuar las condiciones de encierro, tuvo un inicio controvertido en la Ciencia del Bienestar
Animal, ya que se argumentaba que podria modificar los resultados y la variabilidad de los
datos obtenidos. El aumento de la variabilidad de los datos representaria un problema ético,
ya que se deberia aumentar el numero de animales utilizados para alcanzar la significacion
estadistica (André y col., 2018). Al respecto, Ritcher y col. (Richter y col.,, 2009)
describieron un enfoque distinto, en el que la heterogenizacion sistematica de las
condiciones ambientales pueden aumentar la variacidon intra-experimento pero con menor
variacion inter-experimento, lo que mejoraria la validez externa de los mismos. Sin
embargo, este enfoque no pudo ser completamente comprobado. La aplicacion del
enriquecimiento ambiental en distintos protocolos demostré que efectivamente puede
modificar los resultados alcanzados en distintas variables experimentales (Van de Weerd y
col., 2002). Sin embargo, en un trabajo reciente llegaron a la conclusion de que si bien el
enriquecimiento ambiental modifica algunas de las variables experimentales, no afecta a la
variabilidad de los resultados obtenidos (André y col., 2018). Por lo que aplicado de forma
sistematica y con una correcta descripcion de la metodologia empleada, no deberia afectar

la calidad cientifica (Van de Weerd y col., 2002).
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En lineas generales, se han planteado dos tipos de experimentos para evaluar el impacto
que tiene el enriquecimiento ambiental sobre el bienestar animal. Por un lado, se han
desarrollado experimentos que miden el deseo que tienen los animales por determinados
objetos, en los que se evalua la preferencia de unos materiales por sobre otros y también en
qué medida estan dispuestos a trabajar para obtenerlos (tests de preferencia y fuerza de
motivacion). Por el otro lado, se ha evaluado los efectos del enriquecimiento ambiental

sobre distintas variables comportamentales y fisioldgicas (Hutchinson y col., 2005).

Para el caso particular del desarrollo tumoral se ha visto que los ratones alojados en cajas
enriquecidas presentan una mayor actividad citotdxica de las células natural killer (NK), un
tipo de linfocito programado para destruir ciertas células infectadas por virus y algunos
tipos de células de tumores (Benaroya-Milshtein et al, 2004). Esto se torna de gran
relevancia para la oncologia humana, dado que las células de la linea A549 son sensibles al
efecto citotoxico de las células NK (He et al, 2013). Ademas, se ha observado que el
enriquecimiento ambiental disminuye el desarrollo tumoral en modelos de melanoma y
cancer de colon (Cao et al, 2010). EI mecanismo que promueve esta accion pareceria ser
una retroalimentacion positiva estimulada por el enriquecimiento ambiental y que
promueve la liberacion hipotalamica del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF).
Sin embargo, en este Ultimo trabajo no se diseccionaron los distintos componentes del

enriquecimiento ambiental (social, cognitivo, sensorial, alimenticio, estructural).
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Materiales y métodos

Animales y disefio experimental

Se utilizaron 20 ratones macho y 20 ratones hembra, que se alojaron en grupos de a 5
animales por caja en alguna de las 4 condiciones ambientales. Los ratones llegaron a la sala
de experimentacién a las 3 semanas de edad y se mantuvieron en dichas condiciones
durante 4 semanas. Se utiliz6 este periodo de tiempo debido a que se observo que las
modificaciones ambientales durante menos de tres semanas previas al trasplante tumoral
resultaron inefectivas para alterar la progresion tumoral (Garofalo y col., 2015).
Transcurrido ese tiempo se realizo el trasplante tumoral. Se permitid que los tumores
crezcan durante 4 semanas antes de sacrificar a los ratones por dislocacion cervical para

pesar a los ratones y diseccionar los tumores y los bazos.

Enriquecimiento ambiental

Los ratones se mantuvieron en alguna de las siguientes modificaciones ambientales:

A- Enriquecimiento simple: los ratones se mantuvieron en cajas “Super Mouse 750™”
(>483 cm?), a las que se les adicioné papel como material de nido y semillas de
girasol sin cascara (Imagen 6.2).

B- Enriquecimiento complejo en caja de tamafio estdndar (Imagen 6.3): los ratones se
mantuvieron en cajas “Super Mouse 750™” (>483 cm?) a las que se les adicion los

siguientes materiales:
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. Tubo relleno: 1 rollo de cartén de 5 cm de didmetro y 10 cm de largo relleno
con viruta de alamo prensada. Los extremos del mismo se sellaron utilizando la
porcidn concava de una huevera de carton

. Refugio: caja de carton circular con tapa de 9 cm de diametro y 5 cm de alto.

En el interior se colocaron 4 hojas de papel tipo tissue

. Un barbijo colgado del techo de la caja

. Semillas de girasol con céascara

. Un disco de algodon de 6 cm de diametro
. Papel en tiras

. Un hilo de papel

Remocion EA post-trasplante tumoral: los animales se mantuvieron en el
enriquecimiento ambiental complejo (B) hasta el procedimiento de trasplante
tumoral, luego de lo cual se mantuvieron en la condiciéon de enriquecimiento simple
(A).

Enriquecimiento complejo en caja de tamafo superior (Imagen 6.4): los ratones se
mantuvieron en cajas “Super Mouse 1800™” (>1160 cm?) a las que se les adiciond
los siguientes materiales:

. Tubo relleno: 1 rollo de cartén de 5 cm de didmetro y 10 cm de largo relleno
con viruta de alamo prensada. Los extremos del mismo se sellaron utilizando la
porcion concava de una huevera de carton

. Refugio: caja de carton circular con tapa de 9 cm de diametro y 5 cm de alto,
en cuyo interior se colocaron 4 hojas de papel tipo tissue

. Un barbijo colgado del techo de la caja
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Semillas de girasol con cascara

Un cuadrado de algodon de 10 cm de lado
Papel en tiras

Un hilo de papel

Tubo de carton de 15 cm de largo por 5 cm de diametro

Imagen 6.2. Enriquecimiento simple.
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Imagen 6.4. Enriquecimiento complejo en caja estandar.

Imagen 6.5. Enriquecimiento complejo en caja “Super Mouse 1800™”,
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Tamano tumoral

Los tumores se midieron utilizando el MFnoA, una vez por semana entre los 15 y los 35
dias. Al finalizar la experiencia se pesaron los tumores se diseccionaron para obtener los

pesos de los tumores.

Prueba de inhibicion de la alimentacion por la novedad (NSF test)

Se realizé la prueba de inhibicién de la alimentacion por la novedad (NSF test) que fue
descripta en capitulos anteriores pero se reemplaz6 la recompensa de almendras por
semillas de girasol. Para esta experiencia en particular, ademas de registrar la latencia a la
primera ingestion de alimento, el acicalamiento y la defecacion se registrd la frecuencia del
comportamiento elevarse y de freezing. La primer pauta conductual fue descripta en el
etograma del capitulo de andlisis del bienestar de los ratones nude con tumores subcutaneos
a través de indicadores comportamentales. En cuanto al freezing, se defini6 como un

periodo de inmovilidad absoluta del raton por un periodo de por lo menos un segundo.

Analisis estadistico

Para comparar las diferencias en el peso y en el volumen tumoral a lo largo del tiempo se
realizaron modelos lineales mixtos que fueron calculados respectivamente como: Imer(peso
~ grupo + dia + (1/ID)) y Imer(volumen ~ grupo + dia + (1|ID)). Se agregd a todos los
modelos el intercepto para cada individuo (1|/ID) como un efecto aleatorio y los valores de
probabilidad se obtuvieron utilizando la razoén de verosimilitud entre el modelo completo
con cada uno de los efectos fijos. Para evaluar los parametros comportamentales y post-

mortem, se realizaron Analisis de la Varianza (ANOVA) o el test no paramétrico de
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Kruskall-Wallis segun la normalidad de los datos. En caso de existir diferencias
estadisticamente significativas, se utilizo la prueba post-hoc de Tukey para detectar

diferencias entre grupos.

Resultados

Se realizaron analisis lineales mixtos tanto en machos como en hembras para comparar las
diferencias a lo largo del tiempo en el peso y en el volumen tumoral. En los machos se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso a lo largo del tiempo
(x*(3)=11,03; p= 0,011), especificamente entre el grupo control y el grupo al que se le
removid el EA posterior al trasplante tumoral (p<0,001) (Figura 6.3). Ademas, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos en el tamafio tumoral
(x*(3)=14,46; p= 0,002). En particular se obtuvieron diferencias significativas entre el
grupo control tanto con el grupo de EA en caja estandar (p=0,012) como con el grupo de
EA en caja de tamano superior (p=0,003). De la misma forma se observaron diferencias
con el grupo al que se le removid el EA luego del trasplante tumoral con los dos grupos
enriquecidos (p=0,01 para la caja estandar y p=0,003 para la caja de 1160 cm?) (Figura

6.4).
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Figura 6.3. Linea temporal del peso en machos nude alojados bajo distintas condiciones ambientales.

Yolumen tumoral (¢cm3)

I Control
1 00 I EA caja estandar
: I EA caja 1160 cm2
I Remocién EA post TT
0,807
0,601 T
0,40
0,20
0,60 T T T |
15 dias 21 dias 28 dias 35 dias

Figura 6.4. .Linea temporal del tamafio tumoral en machos nude alojados bajo distintas condiciones
ambientales.
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Para el caso de las hembras (Figuras 6.5 y 6.6), no se detectaron diferencias significativas
entre los grupos en el peso (X*(3)=0,782; p=0,853), como asi tampoco en el volumen

tumoral (X*(3)=2,58; p=0,459).
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Figura 6.5. Linea temporal del peso en machos nude alojados bajo distintas condiciones ambientales.
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Figura 6.6. Linea temporal del tamafio tumoral en hembras nude alojadas bajo distintas condiciones
ambientales.

PRUEBA DE INHIBICION DE LA ALIMENTACION POR LA NOVEDAD (NSF

test)

Tiempo en que demoraron en comer la almendra

Debido a que Unicamente tres de los 20 machos utilizados comieron las semillas de girasol
en el periodo de tiempo pautado (cinco minutos), €stos no se utilizaron para el andlisis. Con
respecto a las hembras, no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos (Tabla

6.2).



119

Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor
Control 147,80 103,84
EA caja estandar 67,40 35,37
Hembras H=4,69 0,195

EA caja 1160 cm® 167,40 74,71
Remocién EA post-TT 90,20 28,39

Tabla 6.2. Segundos que demoraron en comer la almendra en la prueba NSF modificado. Prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis.

Elevarse

Se registro la frecuencia del comportamiento “elevarse” en el periodo que los ratones
permanecieron en la arena durante el NSF test. Con respecto a esta variable, se obtuvieron
resultados consistentes en machos y en hembras en el que su frecuencia fue

significativamente mayor en el grupo con EA en la caja de 1160 cm” (Tabla 6.3).

Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor Grupos

Control 35,60 5,27 A

EA caja estandar 38,80 11,03 F 3,197~ A

Hembras 5 0,005

EA caja 1160 cm 59,40 14,98 6,15 B

Remocion EA post-TT 34,40 8,50 A

Control 60,40 14,22 A

EA caja estandar 55.80 7,98 F 3,19~ <0,001 A

Machos ) 5

EA caja 1160 cm 96,60 15,39 16,80 B

Remocion EA post-TT 46,60 8,35 A

Tabla 6.3. Frecuencia del comportamiento “ELEVARSE” en la prueba NSF modificado. Analisis de la
Varianza (ANOVA).
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La frecuencia de acicalamiento fue otra de las variables analizadas durante la prueba de

inhibicién de la alimentacion por la novedad. Esta pauta conductual no presentd diferencias

estadisticamente significativas en ninguno de los grupos analizados (Tabla 6.4.).

Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor

Control 1,60 0,89
EA caja estandar 1,60 3,05

Hembras 5 H=1,68 0,614
EA caja 1160 cm 1,20 1,10
Remocion EA post-TT 1,40 1,14
Control 1,20 1,64
EA caja estandar 3,40 3,21

Machos 5 H=2,52 0,445
EA caja 1160 cm 2,40 2,07
Remocion EA post-TT 1,20 1,10

Tabla 6.4. Frecuencia del comportamiento “ACICALARSE” en la prueba NSF modificado. Prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis.

Defecacidon

Se registr6 la frecuencia de defecacion durante el periodo que los ratones permanecieron en

el campo abierto. La misma presento diferencias estadisticamente significativas inicamente

en los ratones macho, en el que el grupo que se alojo en la caja de tamafio estandar con EA

defeco con una frecuencia significativamente mayor que el resto de los grupos (Tabla 6.5).
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Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor Grupo
Control 0,20 0,45
EA caja estandar 0,20 0,45
Hembras H=0,97 0,686 -

EA caja 1160 cm’ 0,80 1,10
Remocién EA post-TT 0,80 1,30
Control 0,00 0,00
EA caja estandar 220 0,84
Machos . 5 H= 9,64 0,003
EA caja 1160 cm 0,40 0,89

Remociéon EA post-TT 0,20 0,45

> > W >

Tabla 6.5. Frecuencia del comportamiento “DEFECAR” en la prueba NSF modificado. Prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis.

Freezing

Finalmente, también se analiz6 la frecuencia de “freezing” durante esta prueba
comportamental. Para este pardmetro se registraron diferencias estadisticamente
significativas en las hembras, en las que el grupo control permanecié inmdévil durante un
periodo de tiempo significativamente mayor que el grupo que se alojo en las cajas estandar

con EA (Tabla 6.6).
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Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor Grupo
Control 5,20 6,69 A
EA caja estandar 0,60 1,34
Hembras 5 H= 6,50 0,075
EA caja 1160 cm 0,80 0,84 AB
Remocion EA post-TT 3,40 3,65 AB
Control 1,00 1,73
EA caja estandar 1,00 1,41
Machos 5 H=5,11 0,137 -
EA caja 1160 cm 1,20 1,10
Remocion EA post-TT 5,60 4,83

Tabla 6.6. Frecuencia del comportamiento “FREEZING” en la prueba NSF modificado. Prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis.

PESAJE POST-MORTEM

Al finalizar la prueba de inhibicion de la alimentacion por la novedad (NSF test) los ratones

se sacrificaron mediante dislocacion cervical e inmediatamente se pesaron y posteriormente

se diseccionaron los tumores y los bazos.

Peso ratones

No existieron diferencias significativas en el peso final en las hembras pero si entre los

distintos grupos en los ratones macho. En particular, el peso obtenido en la caja estandar a

la que se le removio el EA luego de realizar el trasplante tumoral fue significativamente

mayor que el peso obtenido en los ratones del grupo control y en los que poseian EA en la

caja de igual tamafio (Tabla 6.7).
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Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor Grupo
Control 21,48 0,51
EA caja estandar 21,59 1,74 F 3,107~
Hembras ) 5 0,572 -
EA caja 1160 cm 2248 1,59 0,69
Remociéon EA post-TT 22,25 1,09
Control 25,07 0,95 A
EA caja estandar 24,79 1,65 F 3,197
Machos ) 5 0,017
EA caja 1160 cm 26,19 0,54 4,51 AB
Remocién EA post-TT 27,77 2,04 B

Tabla 6.7. Peso de los ratones macho y hembra obtenidos inmediatamente después del sacrificio. Analisis de

la Varianza (ANOVA).

Peso tumoral

De la misma forma que para la variable anterior, no existieron diferencias significativas en

el peso de los tumores en ratones hembra pero si en los machos (Imagen 6.6).

Especificamente los tumores del grupo control fueron mas grandes que los tumores de los

ratones criados en ambos tamafios de cajas enriquecidas. Igualmente, los tumores de los

ratones provenientes de las cajas en las que se les removid el enriquecimiento luego del

trasplante tumoral fueron significativamente mas grandes que los tumores de los ratones

alojados en la caja de tamafio estandar con EA (Tabla 6.8).
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Imagen 6.6. Tamaio de los bazos y los tumores en machos alojados en las distintas condiciones ambientales.
(A) Grupo control; (B) Enriquecimiento ambiental en caja estandar; (C) Remocion EA post-trasplante
tumoral; (D) Enriquecimiento ambiental en caja 1160 cm®.

Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor Grupos
Control 0,35 0,21
EA caja estandar 0,35 0,32
Hembras 5 H=0,79 0,825 -
EA caja 1160 cm 0,57 0,56
Remocién EA post-TT 0,38 0,24
Control 0,50 0,35 A
EA caja estandar 0,14 0,04
Machos ) H= 8,56 0,035
EA caja 1160 cm 0,16 0,17 BC
Remocion EA post-TT 047 0,31 AC

Tabla 6.8. Peso de los tumores en ratones macho y hembra obtenidos inmediatamente después del sacrificio.
Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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Peso bazo

En cuanto a la ultima de las variables analizadas post-mortem, esto es el peso de los bazos,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los sexos con los

cuatro tipos de tratamiento (Tabla 6.9).

Sexo Grupo Media D.E. Estadistico p-valor
Control 0,17 0,01
EA caja estandar 0,15 0,01 F 3,19~
Hembras 0,141

EA caja 1160 cm® 0,17 0,02 2,09
Remocion EA post-TT 0,16 0,02
Control 0,17 0,01
EA caja estandar 0,17 0,03 F 3,107~ 0,130
EA caja 1160 cm® 0,19 0,03 2,18
Remocion EA post-TT 0,17 0,01

Machos

Tabla 6.9. Peso de los bazos de ratones macho y hembra obtenidos inmediatamente después del sacrificio.
Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, n=40.

Discusion

En esta seccion se determind como las condiciones ambientales modificaron el desarrollo
tumoral. Ademas, se observo el comportamiento ante un ambiente novedoso, que pone en
evidencia la percepcion que tienen los ratones del medio que los rodea.
Desafortunadamente los ratones macho fallaron en realizar la prueba por lo que el dato
principal, esto es el tiempo que demoraron en comer las semillas de girasol, no pudo ser
utilizado como referencia. De todas formas €sta si se pudo analizar en las hembras y en las

mismas no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos
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tratamientos. Con respecto a las determinaciones accesorias a la prueba, se obtuvieron
resultados consistentes entre machos y hembras tnicamente en la variable elevarse, en la
que los ratones de la caja enriquecida de mayor tamafio la realizaron con una frecuencia
mayor que el resto de los tratamientos. Este resultado es de esperarse dadas las
caracteristicas de la caja, en el que una mayor superficie podria promover este tipo de
comportamiento. Los otros dos valores que generaron datos con diferencias
estadisticamente significativas fueron el freezing (Unicamente en hembras) y la defecacion
(en machos). Estas dos variables suelen ser utilizadas como un indicador de ansiedad (Prut
y Belzung 2003), por lo que resulta llamativo que hayan alcanzado resultados
contrapuestos. De esta forma hubo diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y la caja enriquecida de tamafio estadndar para ambas variables y sexos, con los
machos del grupo control defecando menos y las hembras del mismo grupo realizando el
comportamiento de freezing més que los ratones de la caja enriquecida de tamafo estandar.
Es esperable que los ratones provenientes de las cajas estandar se comporten de forma mas
ansiosa que aquellos provenientes de cajas enriquecidas (Rogers y col. 2017), lo cual es
comprobado en las hembras (el género principalmente afectado por dicho trastorno
(Palanza 2001). Para el caso de los machos podria deberse a un aumento en la tension
social generada por el acaparamiento de los recursos (Van Loo y col., 2002) o posiblemente
porque la ausencia de espacios libres en la caja debidos a los objetos presentes en la misma

hayan generado una sensibilizacion de los mismos hacia el campo abierto.

El refinamiento de las condiciones de alojamiento de los ratones que se utilizan para este

modelo animal es importante por un lado para garantizar la reproducibilidad de los
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resultados y por otro, para buscar nuevas alternativas terapéuticas en oncologia. Al respecto
se han generado una serie de trabajos que buscaron reproducir los resultados obtenidos en
el primer experimento de este estilo publicado por Cao (Cao y col., 2010), en el que se
observo un fenotipo resistente al desarrollo tumoral en aquellos ratones alojados en cajas
enriquecidas y de mayor tamafio. Sin embargo, no todos los trabajos posteriores lograron
reproducir dichos resultados: Nachat-Kappes (Nachat-Kappes y col., 2012) describié que
en un tumor mamario subcutaneo presentd diferencias en el tamafio cuando se los crié en
ambientes enriquecidos so6lo hasta el dia 10, mientras que Westwood (Westwood y col.,

2013) no observo ninguna diferencia en el desarrollo tumoral en ratones con EA.

En este experimento, se observaron diferencias en el desarrollo tumoral a lo largo del
tiempo Unicamente en ratones macho. Especificamente, las diferencias fueron
estadisticamente significativas entre ambos grupos enriquecidos con ambos grupos sin
enriquecer, siendo el tamafo tumoral menor en los primeros. Pareciera entonces que la
progresion tumoral no se relaciona con el EA previo sino que tiene que ver con las
condiciones del momento en particular. Conjuntamente con los resultados descriptos por
Garofalo (Garofalo y col., 2015), podria esperarse entonces cambios en el tamafio tumoral
unicamente luego de una pre-exposicion al ambiente enriquecido durante al menos tres
semanas y manteniendo dichas condiciones durante todo el experimento. También en los
machos se observaron diferencias en el peso inicamente entre el grupo control y el grupo al
que se le removio el enriquecimiento luego del trasplante tumoral, pero estas diferencias se
podrian atribuir a un artefacto en la division de los grupos, ya que dichos animales tuvieron

un tamafio mayor desde la primera medicion.
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Para el caso de las hembras, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
ninguna de estas dos variables (peso y tamafio tumoral). Al respecto resulta llamativo
resaltar que en todos los trabajos en los que se utilizo EA para evaluar el impacto sobre el
desarrollo tumoral, Unicamente se emplearon ratones machos. En un unico trabajo se
utilizaron hembras (Nachat-Kappes y col., 2012), y en éste las diferencias observadas entre
los grupos fueron estadisticamente significativas solo hasta el dia diez. Ademads, no en
todos los trabajos en los que evaluaron el desarrollo tumoral en un ambiente enriquecido
con ratones machos detectaron diferencias significativas (Benaroya-Milshtein y col., 2007;
Westwood y col., 2013). Por consiguiente, analizar los resultados de los distintos trabajos
en profundidad desde una perspectiva etologica podria esclarecer posibles motivos para

dichas diferencias.

En primer lugar, todos los experimentos que se realizaron utilizaron cajas de mayor tamafo
y ruedas de ejercicio, por lo que el aumento de la actividad fisica per se podria ser un factor
de confusion cuando se compara el efecto de una mayor estimulacion sensorial con el
desarrollo tumoral. Esto es debido a que existen evidencias de que el ejercicio es un
elemento preponderante en la disminucion de la incidencia de multiples tipos de patologias
oncoldgicas (Paceli y col., 2012; Betof y col., 2013; Idorn y Hojman, 2016). En el trabajo
de Cao y colaboradores (2010), se incluyo este factor en el andlisis y concluyeron que el
gjercicio por si solo fue incapaz de generar diferencias significativas en el desarrollo
tumoral. Sin embargo, la diferencia en la percepcion del ejercicio que tuvieron los ratones
entre correr en una rueda de ejercicios y un ambiente amplio pudo haber influenciado este

resultado, ya que en humanos se describié como mas placentero correr en el exterior que
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sobre una cinta de ejercicios (Harte y Eifert, 1995; LaCaille y col., 2004). En los resultados
correspondientes a este experimento, se observé una disminucion del desarrollo tumoral en
los machos inclusive en la caja enriquecida de tamafio chico, lo que permitiria descartar el

ejercicio como un factor importante que afectaria el desarrollo tumoral.

El mantenimiento de los ratones a temperaturas sub-optimas (a aproximadamente 22°C) por
debajo de la temperatura confort que se ubica por encima de los 26°C (Gaskill y col.,
2009), se ha descripto como un factor de estrés cronico que inclusive puede llegar a
modificar el curso del desarrollo tumoral (Hylander y Repasky, 2016), debido a que por
ejemplo compromete la respuesta inmune (Kokolus y col., 2013). En todos los trabajos
citados en los que se busco evaluar el desarrollo tumoral asociado al EA, la temperatura no
se especifica en lo absoluto o se describe que los ratones se mantuvieron bajo temperaturas
estandar. De la misma forma el material de nido, que se ha descripto como una metodologia
sencilla y econémica para permitirle al raton regular su temperatura (Gaskill y col., 2013),
no se introdujo en ninguno de los grupos control. En este sentido, la diferencia observada
pudo haberse producido porque, si bien el EA provisto en los distintos trabajos no fue
estandarizado, la presencia en ellos de distintas estructuras y de elementos que pudieron
haberles servido para construir el nido pudo haber funcionado para promover una mejor
respuesta inmune y por lo tanto disminuir el desarrollo tumoral. En este disefio
experimental los ratones se mantuvieron bajo las temperaturas estdndar de alojamiento
(22°C), pero se les proveyo a todas las cajas (lo que incluyo al grupo control y al que se le
removio el enriquecimiento ambiental) papel tipo tissue para que los ratones puedan

construir el nido y por lo tanto, mantener una temperatura corporal adecuada. Por lo tanto
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para este protocolo se descarta el estrés cronico inducido por una temperatura sub-6ptima
como un factor relevante para definir la causalidad de los tamafios tumorales mayores en

los grupos que carecian de enriquecimiento.

Una posible hipodtesis es que el EA haya aumentado el estrés cronico debido a la
competencia por los recursos altamente valorados tales como los tubos de cartén o los
refugios. Dicho aumento en la agresion en ratones macho en cajas enriquecidas ya ha sido
descripto previamente (ver por ejemplo (Marashi y col., 2003)) y genera dudas con respecto
a la efectividad en la adicion del EA para mejorar el bienestar animal. Al respecto en este
experimento se observaron lesiones leves en algunos de los ratones provenientes de las
cajas enriquecidas, a partir de la tercera semana luego del trasplante tumoral. Dichas
lesiones fueron evidentes debido a que se trataban de ratones nude, y por lo tanto pudieron
haber pasado desapercibidas en ratones con cubierta pilosa. Resulta llamativo que no ha
sido descripto en ninguno de los experimentos citados previamente un aumento en la
agresion intra-especifica a partir del aumento de la complejidad ambiental. Con respecto a
los ratones hembra, y tal como podria esperarse de este grupo, no se observaron este tipo de

lesiones en ninguno de los grupos.

La relacion entre el estrés y el desarrollo tumoral ha sido profundizada en mayor medida en
distintos trabajos. De esta forma, se ha observado que tanto el estrés agudo como el estrés
cronico promueven el crecimiento de los trasplantes (Hasegawa y Saiki, 2002; Ben-eliyahu,
2003; Lamkin y col., 2012). El EA también es considerado un tipo de estrés beneficioso,
muchas veces denominado eustrés (Crofton y col., 2015). Sin embargo, la activacion de los

sistemas generada por este ultimo deberia producir un nivel de activacion diferencial de los
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distintos componentes o bien ser concebida a partir de un mecanismo distinto que permita
manifestar las diferencias entre ambos eventos (estrés asociado a eventos placenteros vs no
placenteros). Debido a que el efecto diferencial se observd unicamente en los machos,
tendria sentido que este tipo de interacciones agonisticas sean para ellos de alguna forma
agradables, o que elijan realizar estos comportamientos por sobre un estado apatico o
estereotipado. Los mecanismos por los cuales pudieron haberse exhibido estas diferencias

excedieron a este protocolo experimental.

Conclusiones

En este apartado en el que se estudio el refinamiento de las condiciones de alojamiento para
un modelo animal de cancer heterotdpico, se observaron diferencias en el comportamiento
y el desarrollo tumoral entre machos y hembras que se manifestaron cuando se modificaron
las condiciones de alojamiento. En particular se observd una disminucion del desarrollo
tumoral en machos en ambientes enriquecidos, posiblemente debido a que el aumento de
estructuras que el animal dominante del grupo pueda acaparar haya aumentado los
comportamientos agonisticos entre ellos. Sin embargo, se observd que la adicion de
material de nido, un elemento de EA utilizado frecuentemente en esta especie, pareciera no
interferir con el desarrollo tumoral. Para confirmar esta ultima conclusion, se deberian
realizar nuevos experimentos en los que se compare el desarrollo tumoral con y sin material
de nido, pero se infiere que dicho protocolo podria reducir el bienestar de los ratones ya que

los mismos podrian estar expuestos a estrés térmico, a un aumento de las peleas
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(especialmente en machos) y a frustraciéon por no poder realizar un comportamiento que

estan intrinsecamente motivados a realizar.
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Consideraciones finales

El objetivo principal de esta tesis doctoral consisti6 en determinar el impacto de la linea

tumoral humana A549 en el bienestar de ratones del stock NLAE:NIH(S)-FoxI™ (ratones

inmunodeficientes nude) trasplantados con la misma y en evaluar el efecto del EA sobre el

desarrollo tumoral. Para ponderar el bienestar animal, se emplearon distintos enfoques de

forma de evitar los sesgos en la interpretacion del estado de los animales en relacion al

medio que los rodea. De esta forma, se evaluaron:

1)

2)

La fisiologia de los ratones a través de la concentracion de los metabolitos de la
corticosterona en materia fecal, de cambios en la condicion corporal y del analisis
de parametros sanguineos.

Las frecuencias de comportamientos espontaneos que realizaron en la caja donde
habitaban normalmente y la performance en distintas pruebas de comportamiento
(burrowing/urine sniffing/novelty suppressed feeding/nesting/sesgo cognitivo). En
particular estas pruebas de comportamiento explotaron por un lado
comportamientos altamente motivados en esta especie (la construccion de la
madriguera, del nido y la reproduccion) y por el otro permitieron evaluar estados
afectivos (la ansiedad ante un campo abierto y la forma en que se comportaron ante

un estimulo ambiguo).

Ademas, para poder alcanzar dichos objetivos se pusieron a punto dos nuevas técnicas:
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1) Se desarroll6 una técnica de medicion de los tumores subcutaneos, que permite
determinar los volimenes tumorales sin la restriccion de movimiento que es
necesaria para las otras metodologias (entre ellas la medicion con calibre).
Dicha inmovilizacion es considerada desagradable para esta especie por lo que
permitio refinar el experimento de EA al minimizar las fuentes de estrés ajenas a
la modificacion ambiental.

2) Se implementd una nueva metodologia para evaluar el sesgo en el juicio ante un
estimulo ambiguo. Dicha técnica explota las habilidades de percepcion olfativa
y posee la ventaja de que no utiliza refuerzos negativos, de forma que se evitan

estados afectivos negativos asociados a eventos aversivos.

En lineas generales, no se evidenciaron alteraciones significativas en los parametros de
fisiologia y de comportamiento que indicarian una alteracion severa en el bienestar de los
ratones. Sin embargo, si se manifestaron algunas modificaciones sutiles que convalidan la
interpretacion de que el trasplante tumoral no es un procedimiento inocuo para estos
animales. En particular, resulta interesante observar que las variaciones se pusieron en
evidencia en aquellas pruebas que se podrian interpretar como las mas sensibles para
detectar diferencias. Por un lado para el caso del Urine Sniffing Test (US), se utilizan las
sefales olfativas que estimulan el comportamiento reproductivo; por el otro, el sesgo
cognitivo analiza el proceso de toma de decisiones, que direcciona el comportamiento
propiamente dicho y es afectado por los estados emocionales. Resultaria interesante, en un
estudio posterior, analizar la asociacion entre estos dos test para evaluar si el US Test, dada

su sencillez y rapidez, podria utilizarse como prueba “tamiz” para estudiar aquellos
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procesos que generen estados afectivos negativos (aunque ésta no posibilitaria analizar

estados afectivos positivos, como si puede hacerlo la prueba de sesgo cognitivo).

Con respecto al EA, resulto llamativa la diferencia en el desarrollo tumoral entre machos y
hembras cuando se adicionaron materiales nuevos en la caja. Por lo tanto, seria interesante
en trabajos posteriores comprobar cudl fue el factor causal que inhibid el desarrollo
tumoral. Segun los resultados que se presentaron en el capitulo anterior, se plantea la
hipotesis de que la inhibicion del desarrollo tumoral se debid al estrés asociado al aumento
de los comportamientos agonistas en la caja como consecuencia del EA y no por dicha

modificacion ambiental.

Aplicaciones practicas

Las aplicaciones practicas descriptas a continuacion se desprenden de los resultados
obtenidos, y tienen como finalidad mejorar el refinamiento de los procedimientos
experimentales tanto para los ratones inmunodeficientes con trasplantes tumorales
subcutdneos como para otros modelos animales en los que se puedan extrapolar las técnicas
de andlisis que se utilizaron. De esta forma se recomienda emplear los siguientes criterios

cuando se disefia un protocolo experimental:

- Los signos clinicos que pueden manifestarse en este modelo animal se presentarian
en estados avanzados de deterioro fisico y deberian ser utilizados méas como un

criterio de punto final humanitario que como un indicador de bienestar animal.
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Las pruebas de comportamiento en las que se manifiestan las necesidades
comportamentales imprescindibles para la supervivencia en estado silvestre, tales
como la construccion del nido o de la madriguera, podrian utilizarse como un
indicador de la necesidad de aplicar correcciones terapéuticas (por ejemplo el uso de
analgésicos). Sin embargo, este enfoque no pudo ser corroborado en esta tesis
doctoral dada las sutilezas de las alteraciones fisioldgicas y de comportamiento
manifestadas en este modelo animal.

Las pruebas comportamentales que explotan aquellos comportamientos asociados a
conductas “de lujo” como la reproduccion, que en este caso se evalu6 mediante el
interés que presentaron por la orina del sexo opuesto, podrian emplearse como
pruebas tamiz para evaluar una posible disminucion en el bienestar animal. Esto
seria de utilidad especialmente en las pruebas piloto, dada su facilidad y rapidez.

La prueba de sesgo cognitivo podria emplearse para experimentos especificos de
bienestar animal, tanto en ratones inmunodeficientes como de otras cepas, para
evaluar cambios en los estados emocionales. En particular se recomienda para
implementar estrategias que busquen mejorar el bienestar de los ratones de
experimentacion (generando estados emocionales positivos), ya que las
herramientas experimentales que se disponen para realizar estas determinaciones
son mucho mas escasas que para analizar estados emocionales negativos.

Tal como fue descripto en numerosos trabajos, la adicion del EA en ratones machos
debe hacerse mas cuidadosamente que en las hembras por la posibilidad de generar
conflictos sociales. En particular en esta tesis doctoral se observé que interfirid con

el desarrollo tumoral, pudiendo por lo tanto anular experimentos completos cuando
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se lo implementa sin haber realizado previamente una prueba piloto. Este efecto no
se observd en las hembras, por lo que en este sexo aparentemente seria seguro
adicionar nuevas estructuras a la caja.

Si bien no se analiz6 especificamente este aspecto, el material de nido pareciera no
haber inhibido el desarrollo tumoral en ninguno de los sexos, como se observo en
las diferencias con el grupo de machos enriquecidos. Al respecto, también se ha
descripto que el material de nido disminuye la agresion y facilita la
termorregulacion, por lo que se espera que la calidad de los experimentos mejore
cuando se emplea dicho elemento y por lo tanto, siempre se recomienda su adicion
para este modelo animal.

Finalmente, al haberse observado una preferencia de los ratones por la medicidon con
fotografias, se recomienda este nuevo método de medicién como una herramienta
para reducir las variaciones experimentales indeseadas asociadas a factores de

estrés.
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Glosario

Agonismo: comportamiento dirigido hacia individuos de la misma especie que culminan

con el alejamiento o la sumision de uno de los animales involucrados en dicha interaccion.

Animal de Laboratorio/Experimentacion: cualquier tipo de ser vivo, con independencia de
su categoria filogenética, o taxondmica, incluyendo tanto invertebrados como vertebrados,

utilizados en experimentacion animal y otros fines cientificos.

Ansiedad: respuesta de un individuo a una amenaza potencial.

Bienestar Animal: el estado de un animal en sus intentos por enfrentarse con el medio

ambiente.

Calidad de vida: estado de bienestar que se extiende en un periodo de tiempo determinado.

Cognicion: mecanismos por los cuales los animales adquieren, procesan, almacenan y

actuian sobre informacion procedente del ambiente.

Diestrés: un estado en el que un animal no puede escapar o adaptarse a los estresores

internos o externos, lo que resulta en efectos negativos sobre su bienestar.

Emocion: estados afectivos que estan ligados a un objeto/situacion y que implican

modificaciones comportamentales, fisiologicas, neurologicas y cognitivas.
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Estado afectivo: respuestas comportamentales y fisiologicas que varian en términos de
valencia (placentero/ no placentero) e intensidad. Algunos autores lo usan como sinénimo

de emociones.

Estereotipias: Forma invariable de un comportamiento que son producidas casi
idénticamente entre cada repeticion. Aparentemente carecen de funcion y pueden reforzarse

en el tiempo.

Estrés: respuesta biologica establecida por un individuo cuando percibe una amenaza a su

homeostasis.

Estresor: cualquier elemento que desencadena una respuesta de estrés por parte del

individuo.

Eustrés: exposicion a desafios intermedios, que llevan a una respuesta de estrés mas
adaptativa y por consiguiente, pueden amortizar las reacciones subsecuentes a estresores

externos.

Homeostasis: proceso por el cual se mantienen las variables fisiologicas dentro de un rango

estrecho.

Material de nido: cualquier elemento suministrado cuyo objetivo es promover el

comportamiento de nidificacion.

Modelo animal: objeto animado de imitacion (del hombre u otras especies), utilizado para
investigar circunstancias fisioldgicas o patologicas, que se crea y se utiliza en la
investigacion de la causa, naturaleza y tratamiento de los fendmenos funcionales y de las

enfermedades humanas y animales.
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Necesidad comportamental: necesidad para realizar un patron especifico de
comportamiento, independientemente del tipo de ambiente en el cual se encuentre el animal

y si las necesidades fisioldgicas se encuentran satisfechas o no.

Punto final humanitario: criterios que sirven para finalizar un procedimiento mas temprano
para terminar o evitar el dolor y sufrimiento asociados al punto final tradicional, pero atn

pudiendo cumplir con las expectativas del estudio en curso.

Thigmotaxis: preferencia por tener su superficie corporal en contacto con otros objetos.

Xenotrasplante: trasplante de células, tejidos u 6rganos de una especie a otra.

Xenotrasplante heterotopico: aquel xenotrasplante que se realiza en una localizacion

distinta a la que dicho tejido se situaria habitualmente en el organismo.

Xenotrasplante ortotopico: xenotrasplante ubicado en la localizacion habitual del tejido

utilizado.

Valencia: apreciacion cualitativa del estado emocional, es decir, si la misma es positiva o

negativa.
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